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AANAT arylalkylamine N-acetyltransferase 
ADN  Acide DesoxyriboNucléique 
ALCL  anaplastic large cell lymphoma  
Apaf-1  apoptosis protease-activating factor-1 
APP  amyloid precursor protein 
ARN  Acide RiboNucléique 
ARNm Acide RiboNucléique messager 
ARNt  ARN de transfert 
ATP  Adenosine tri-phosphate 
AUBP  AU-rich Binding Proteins 
BBE  Bicoid binding element 
BRE  Bruno responsive element 
C/EBPbeta CCAAT/enhancer binding protein beta 
Cat-1  Cationic amino acid transport 
Cdk  Cyclin-dependant kinase 
CDS  Coding Sequence 
CELF  CUG-BP1 and ELAV Type RNA binding protein 3/ ETR3-Like Factor  
CFTR  cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
CGRP  calcitonin gene-related peptide 
COL2A type II procollagen 
COX-2 cyclooxygenase 2 
CP4H  Collagen prolyl 4-hydroxylase 
CPE  Cytoplasmic polyadenylation element 
CPEB  Cytoplasmic polyadenylation element binding protein 
CrPV  Cricket Paralysis Virus 
CSFV  Classical Swine Fever Virus  
Cstf64  cleavage stimulating factor 64  
CTNT  cardiac troponin T  
CXCL1(KC) chemokine KC 
DHFR  dihydrofolate reductase 
DICE  Différenciation Control Element  
DMPK myotonic dystrophy type 1 protein kinase 
4E-BPs 4E-binding proteins  
4EHP  4E homologous protein 
EIF  Eukaryotic initiation factor 
EMCV encephalomyocarditis virus 
ENOS  endothelial nitric oxide synthase 
ESE  Exon Splicing Enhancer 
ESS  Exon Splicing Silencer   
FAST  Fas-activated  
FASTK Fas activated kinase 
FGF-2  Fibroblast Growth Factor 2 
FGFR1 Fibroblast Growth Factor Receptor 1 
FMR1  Fragile mental retardation 
FXR1  Fragile X mental retardation-related protein  
  8
G6PD  glucose-6-phosphate dehydrogenase 
GAIT  IFN-γ activated inhibitor of translation 
Glut-1  glucose transporter 
Gly-R-α2 Glycin-receptor-alpha2  
GSK3β Glycogen synthase kinase 3β 
GST  Gluthatione S transferase 
HIV  Human immunodeficient virus 
Hif-1α  hypoxia-inducible factor 1alpha 
HnRNP Heterogeneous RiboNucleoProtein 
HOSCC Human Oral Squamous Cell Carcinoma 
HPV-16 Human papillomavirus type 16 
HRV  Human rhinovirus 
Hsp70  Heat shock protein 
IGFR  Insulin Like Growth Factor receptor 
IL-8  Interleukine 8 
INOS  inducible nitric oxide 
IRE  Iron Responsive Element  
IRES  Internal Ribosome Entry Site 
IRP1  Iron regulatory protein 1  
IRP2  Iron regulatory protein 2 
IRS  Imunoreactive Score 
JNK  jun N-terminal kinase 
KH  hnRNP K homology domain 
L2 HPV16 Human papillomavirus type 16 L2 
LOX  Lipoxygénase 
MAPK/ERK mitogen-activated protein kinase/extracellular-signal-regulated kinase  
MARCKS myristoylated alanine-rich C kinase substrate 
MiRNPs miRNA RiboNucleoProteins  
MRBPs mRNA Binding Proteins  
MRE  miRNA recognition element 
mRNP  Complexe ribonucleoprotéique 
Msi-1  Musashi-1 
Msl-2  Male-specific lethal 2 
MSP  macrophage-stimulating protein  
MTMR1 Myotubularin-related 1  
mTOR  mamalian Target Of Rapamycin  
NF1  neurofibromatosis type 1 
NF-M  neurofilament M 
NHE1  Na+/H+ exchanger isoform 1 
NLS  Nuclear localization sequence 
NMDA N-methyl-D-aspartate 
NPLc  Nucleoplasmin core domain  
NPM-ALK Nucleophosmin-anaplastic lymphoma kinase  
NRE  Nos responsive element 
ODC  Ornithine decarboxylase 
ORF  Open reading Frame 
PABP  poly(A) binding protein  
PAI-2  Plasminogen activator inhibitor type 2 
PBs  Processing Bodies 
PDGF  Platelet derived growth factor 
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PKA  protein kinase A 
PKC  protein kinase C 
PKR  Protein Kinase dsRNA dependent  
QKI  Quacking 
RE  Récepteur aux oestrogènes 
ROCK  Rho-associated kinase 
RRL  Rabbit reticulocyte lysate 
RRM  RNA Recognition Motif 
RTS  RNA trafficking signal 
Sam68  src associated substrate during mitosis of 68 kDa  
SF1  Splicing factor 1  
SMN2  survival of motor neuron 2 
SnRNP Small nuclear RiboNuceoProtein 
SR  Splicing Regulator 
STAR  Signal Transduction and Activation of RNA 
SXL  Sex lethal 
TCA  tricholoracetic acid 
TCE  Translation control element 
TIA-1  T-cell-restricted intracellular antigen 1 
TIAR  TIA-1 related protein 
TNF-α  Tumor Necrosis Factor α  
TOP  Terminal oligopyrimidine tract  
Tra-2  Transformer 2 
TRAIL tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand  
TRBP  TAR RNA Binding Protein  
U2AF  U2 SnRNP Auxiliary Factor 
UCP2  Uncoupling protein 2 
Unr  upstream of n-ras 
UTR  Untranslated region  
UV  Ultraviolet 
VEGF  Vascular growth factor 
VHA  Virus hépatite A 
VHC  Virus hépatite C 
VTE  Vg1 Translation element 
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Chez les eucaryotes, le contrôle dynamique de l’expression des gènes permet de générer une 
diversité protéique et fonctionnelle nécessaire à la survie cellulaire et à l’adaptation à 
différents stress environnementaux. Jusqu’aux années 1980s, l’idée prévalait que la majorité 
des régulations de l’expression des gènes se faisait au niveau transcriptionnel. Ainsi, les 
mécanismes et facteurs impliqués dans la régulation transcriptionnelle ont été très étudiés. 
Récemment, d’autres niveaux de régulation ont été mis en évidence au cours d’évènements 
post-transcriptionnels qui permettent également le contrôle de l’expression des gènes. L’étude 
des mécanismes et des facteurs impliqués dans l’expression post-transcriptionnelle des gènes 
a permis de révéler des régulations gérées par de multiples interactions entre les ARN 
messagers (ARNms) et les protéines de liaison à l’ARN messager.  
 
Dans cette introduction, nous présenterons, dans une première partie, les protéines de liaison à 
l’ARNm, leur importance dans la régulation, la coordination et le couplage de l’expression 
post-transcriptionnelle des gènes, leur spécificité de liaison à l’ARNm, leur régulation et ses 
conséquences. Dans une deuxième partie, nous détaillerons les mécanismes d’action de 
certaines de ces protéines impliquées dans le contrôle d’une étape post-transcriptionnelle de 
l’expression des gènes, la traduction. Enfin, dans une troisième partie, nous décrirons 











I- Les protéines de liaison à l’ARNm ou mRBPs 
 
I-1- Les mRBPs dans l’expression post-transcriptionnelle des gènes 
 
I-1-1- La dynamique des mRBPs au cours des étapes post-transcriptionnelles de 
l’expression des gènes 
 
Les transcrits primaires, codant pour des protéines, sont synthétisés par l’ARN-
polymérase II et sont appelés ARN pré-messagers (pré-ARNms) ou, historiquement, hnRNAs 
(« heterogeneous nuclear RNAs »), du fait de leur taille hétérogène et de leur localisation 
nucléaire (Figure 1). Au cours de sa transcription, le pré-ARNm subit plusieurs étapes de 
maturation. Tout d’abord, la structure m7G(5’)ppp(5’)N (N représentant un des quatre 
nucléotides), appelée coiffe (Shatkin, 1976), est transférée sur l’extrémité 5’ du pré-ARNm. 
La maturation co-transcriptionnelle du pré-ARNm s’établit également au cours de l’étape 
d’épissage qui permet l’excision des introns grâce à l’assemblage d’un complexe 
ribonucléoprotéique appelé « spliceosome » (Hastings and Krainer, 2001; Nilsen, 2002). 
Enfin, la maturation de l’extrémité 3’ du pré-ARNm consiste en un clivage endonucléolytique 
entre des séquences AAUAAA et des séquences G/U situées en aval, suivi de l’addition d’une 
queue polyA d’environ 250 résidus d’adénine (Danckwardt et al., 2008; Wahle and 
Ruegsegger, 1999). Suite à ces étapes de maturation, l’ARNm mature est exporté vers le 
cytoplasme au travers de pores nucléaires (Cook et al., 2007; Zenklusen and Stutz, 2001). 
Dans le cytoplasme, la localisation subcellulaire ainsi que la stabilité de l’ARNm peuvent être 
contrôlés (Derrigo et al., 2000). Finalement, au cours de la traduction de l’ARNm en protéine, 
une machinerie complexe de facteurs protéiques, que nous détaillerons dans les paragraphes 
suivants, permet le recrutement des ribosomes sur l’ARNm.  
Les protéines de liaison à l’ARNm ou mRBPs (« mRNA Binding Proteins ») sont 
associées au pré-ARNm et à l’ARNm tout au long de leur vie cellulaire, au sein de complexes 
ribonucléoprotéiques (mRNPs) (Moore, 2005) (Figure 1). L’association des mRBPs avec les 
pré-ARNms débute de manière co-transcriptionnelle, alors qu’ils ne sont que des transcrits 
naissants. Les mRBPs se fixent de manière spécifique à des éléments régulateurs présents 
aussi bien dans les régions 5’- et 3’-non traduites (5’ et 3’-NTRs), que dans la séquence 
codante (ORF (« Open Reading Frame »)). Les mRNPs sont des complexes dynamiques au 
sein desquels différentes mRBPs s’associent et/ou se dissocient au cours des différentes 
étapes post-transcriptionnelles de l’expression des gènes (Figure 1). Ainsi, à chaque étape les 
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complexes mRNPs se modifient jusqu’à ce qu’ils atteignent le cytoplasme et s’engagent dans 




























Figure 1: Les mRBPs au cours des étapes post-transcriptionnelles de l’expression des gènes. 
Représentation schématique de la dynamique et des interactions des mRBPs (« mRNA Binding Proteins ») avec 
le pré-ARNm et l’ARNm. Les introns du pré-ARNm sont représentés en gris ; les exons de l’ARNm sont 
représentés en bleu ; ARN Pol II correspond à l’ARN polymérase II ; m7G correspond à la coiffe ; (A)n 
correspond aux résidus adénines de la queue polyA. La machinerie protéique nécessaire à chaque étape de 

































Tableau 1 – Caractéristiques et fonctions de mRBPs représentatives 






ARN cibles (exemples) Références 










HnRNPA11, c-src2, H-ras3, SMN24, 




p14ARF1, 16INK4a1, collagen I-III2 
FGF-21, Cycline D12, c-myc2 
(van der Houven van Oordt et al., 2000); (Caceres et al., 1994); (Yang et 
al., 1994) ; (Chabot et al., 1997) 1; (Rooke et al., 2003) 2 ; (Guil et al., 
2003)3 ; (Kashima et al., 2007) 4 ; (Donev et al., 2007) 5 ; (Tange et al., 
2001) 6 
(Izaurralde et al., 1997) ; (Gallouzi and Steitz, 2001) 1 
(Zhu et al., 2002) 1 ; (Thiele et al., 2004) 2 
(Bonnal et al., 2005) 1, (Jo et al., 2008) 2 









C-P4H1, p14ARF2, 16INK4a2 
FMR11 
(Zahler et al., 2004) 1 ; (Griffith et al., 2006) 2 
(Hoek et al., 1998) 1; (Shan et al., 2003) 
(Fahling et al., 2006) 1; (Zhu et al., 2002) 2 
(Khateb et al., 2007) 1 






PDGF1, XIAP1, Unr2, c-myc3 
(Zhao et al., 2005) 1 
(Rajagopalan et al., 1998) 1 









α-globin1, cyclin D12, c-myc3, Bcl-24 
myc1, DENR/DRP2 
(Kiledjian,1997) 1 ; (Lin, 2000) 2; (Brewer, 1991) 3; (Lapucci, 2002) 4 
(Liao et al., 2007) 1; (Mazan-Mamczarz and Gartenhaus, 2007) 2 
E1/E2 38/39 3 KH N + 
Stabilité  
Traduction 
α-globin1, collagen I-III2 
c-myc1, bag12 
(Kiledjian et al., 1997) 1 ; (Chkheidze et al., 1999) 1; (Thiele et al., 2004) 2 
(Evans et al., 2003) 1; (Pickering et al., 2003) 2 




HIV-1 tat1, α-tropomyosin2, bcl-x3 
 
Chaîne lourde Ig1 
(Min et al., 1995)  ; (Schaub et al., 2007) 1; (Crawford and Patton, 
2006)2 ; (Garneau et al., 2005) 3 
(Veraldi et al., 2001) 1 









(Chou et al., 1999) 1;(Chen et al., 1999) 2;(Schaub et al., 2007) 3 ; 
(Garneau et al., 2005) 4 
(Arhin et al., 2002) 1 ; (Bagga et al., 1998) 
(Kim et al., 2005a) 1 
I  










c-src1, hnRNP A12, FGFR13, Fas4 
 




Apaf-11, unr2, Hif-1α3, bag14 
(Chan and Black, 1997) 1 ; (Paradis et al., 2007) 2; (Jin et al., 2003) 3 ; 
(Izquierdo et al., 2005) 4  
(Moreira et al., 1998) 1 ; (Zhao et al., 2005) 2 ; (Castelo-Branco et al., 
2004) 1 ; (Hall-Pogar et al., 2007) 3 
(Hamilton et al., 2003) 1; (Fred et al., 2006) 2 
(Cote et al., 1999) 1 ; (Ma et al., 2007) 2 
(Mitchell, 2003) 1;(Schepens, 2007) 2 (Galban, 2008) 3; (Pickering, 2003) 4 









(Expert-Bezancon et al., 2002) 1 ; (Griffith et al., 2006) 2 
(Thiele et al., 2004) 1 
(Sataranatarajan et al., 2008) 1;(Feliers et al., 2007) 1 ; (Yano et al., 2005)2 







(Rothrock et al., 2005) 1 ; (Griffith et al., 2006) 2; (Hung et al., 2008) 
(Hui et al., 2003) 1; (Liu and Mertz, 1995) 














(Mourelatos et al., 2001) 1 
(Kim et al., 2007) 1 
 













(Galiana-Arnoux et al., 2003) 1 ; (Jumaa and Nielsen, 1997) 2 ; (Lim and 
Sharp, 1998) 3 ; (Cavaloc et al., 1999) 
(Lou et al., 1998) 1 
(Huang and Steitz, 2001) 

















(Galiana-Arnoux et al., 2003) 1 ; (Jumaa and Nielsen, 1997) 2 ; (Mayeda 
and Krainer, 1992) ; (Massiello and Chalfant, 2006) 3 ; (Expert-Bezancon 
et al., 2002) 4 
(Lemaire et al., 2002) 1 






















(Galiana-Arnoux et al., 2003) 1 ; (Cavaloc et al., 1999) ; (Gao et al., 2007) 
2 ; (Crawford and Patton, 2006) 3 ; (Jacquenet et al., 2005) 4 
(Huang and Steitz, 2001) ; (Swartz et al., 2007) 
(Swartz et al., 2007) 
 










p211, Cat-12, COX-23, iNOS4, Cyclin 
A-B15, RE6 
 
p271, p532, Hif-1α3, COX-24 
 
(Zhu et al., 2007) 
(Gallouzi and Steitz, 2001) 1 
(Wang et al., 2000b) 1; (Yaman et al., 2002) 2; (Sengupta et al., 2003) 3; 
(Doller et al., 2008) 3 ;(Linker et al., 2005) 4 ; (Wang et al., 2000a) 5 ; 
(Pryzbylkowski et al., 2007) 6 
(Kullmann et al., 2002) 1; (Mazan-Mamczarz et al., 2003) 2; (Galban et al., 
2008) 3; (Sureban et al., 2007) 4 





(Jain et al., 1997) 1 
(Jain et al., 1997) 1; (Antic et al., 1999) 2 
HuC 40 3 RRM C + Stabilité  VEGF
1, c-myc1 (King, 2000) 1 





GAP-431, Msi-12, MARCKS3 
P271, Nova12 
(Saito et al., 2004) 
(Deschenes-Furry et al., 2007) 1; (Ratti et al., 2006) 2; (Wein et al., 2003) 3 
(Kullmann et al., 2002) 1; (Ratti et al., 2008) 2 
TTP 36 2 ZnF N (20%) C( 80%) Stabilité  
PAI-21, COX-22, iNOS3, CXCL1(KC) 
4, IL-84, VEGF4, TNF-α5  
(Yu et al., 2003) 1; (Sully et al., 2004) 2 ; (Linker et al., 2005) 3; (Datta et 
al., 2008) 4; (Suswam et al., 2008)5; (Deleault et al., 2008) 5 









(Del Gatto-Konczak et al., 2000) 1; (Forch et al., 2000) 2; (Le Guiner et al., 
2001) 3 ; (Zhu et al., 2008) 4 ; (McAlinden et al., 2007) 5  
(Gueydan et al., 1999) 1; (Piecyk et al., 2000) 1 ; (Dixon et al., 2003) 2; 
(Lopez de Silanes et al., 2005)3 




TIAR1, calcitonin/CGRP2, Fas3 
INOS1 
Myc1, eiF4A2,4E2, eEF1B2 
(Le Guiner et al., 2001) 1 ; (Zhu et al., 2003) 2 ; (Izquierdo et al., 2005) 3 
(Fechir et al., 2005) 1 
(Liao et al., 2007) 1; (Mazan-Mamczarz et al., 2006) 2 
CUG-
BP1 52 3 RRM N-C 
Epissage 
Traduction 
APP1, cTNT2, α-actinin3, insulin R4 
P211, C/EBPβ2 
(Poleev et al., 2000) 1;(Ho et al., 2005) 2; (Suzuki,2002) 3; (Savkur,2001) 4 















APP1, α-actinin2, NMDA recepteur3, 
CFTR4, MTMR14 
COX-21 
(Poleev et al., 2000) 1 ; (Suzuki et al., 2002) 2 ; (Zhang et al., 2002) 3 ; 
(Faustino and Cooper, 2005) 4 
(Sureban et al., 2007) 1 ; (Mukhopadhyay et al., 2003) 1 
 
RBM3 20 1 RRM N + Stabilité COX-2, IL-8, VEGF 














α-tropomyosin1 , tau2 
 Reporteur ARN 
(Lin and Tarn, 2005)1; (Kar et al., 2006) 2 














(Paronetto et al., 2007) 1; (Matter et al., 2002) 2 
(McLaren et al., 2004) 1 
(Li et al., 2002) 1 
QKI - 1 KH N + Export Myelin
1 (Larocque et al., 2002) 1 
QKI5  1 KH N + Epissage MAG









QKI6  1 KH N + Traduction Tra 2







I-1-2- Les grandes familles de mRBPs dans la régulation des étapes post-
transcriptionnelles de l’expression de gènes  
 
Dans le génome humain, on estime que plus de 500 protéines interagissent avec 
l’ARNm (Anantharaman et al., 2002). Parmi elles se trouvent les protéines constitutives des 
machineries protéiques mises en place au cours de l’expression post-transcriptionnelle des 
gènes (représentées en cercle orangé dans la Figure 1), telles que (i) les snRNPs (« Small 
nuclear RiboNucleoProteins »), SF1 (« Splicing factor 1 »), ou U2AF (« U2 SnRNP Auxiliary 
Factor ») qui forment le « spliceosome », (ii) CstF (« cleavage stimulating factor »), CPSF 
(« cleavage / polyadenylation specificity factor ») ou CFI/II (« cleavage factor I/II ») qui sont 
impliquées dans la maturation 3’ , ou encore (iii) les protéines ribosomiques. D’autres mRBPs 
ont été caractérisées pour leur capacité à réguler les étapes post-transcriptionnelles de 
l’expression des gènes et, depuis la fin des années 80, ont été classées en famille. Dans les 
paragraphes qui suivent, ainsi que dans le Tableau 1, nous allons décrire certaines 
caractéristiques, ainsi que les fonctions de familles représentatives de mRBPs régulatrices des 
étapes post-transcriptionnelles des gènes. 
 
I-1-2-1- La famille des hnRNPs  
 
Les hnRNPs (« heterogeneous nuclear RiboNucleoProteins ») sont des 
protéines qui lient les ARNms ou  hnRNAs. En effet, la plupart des hnRNPs peuvent être 
couplées de manière covalente par des rayons ultraviolets (UVs) aux ARN-polyA+ in vivo 
(Mayrand and Pederson, 1981; Mayrand et al., 1981). Au moins 20 protéines composent cette 
famille et ont été désignées de A1(34 kDa) à U (120 kDa) (Tableau 1). Elles ont été 
identifiées sur la base de leur association aux transcrits primaires, leurs similitudes de 
séquence et leurs domaines structuraux caractéristiques (Dreyfuss et al., 1993; Krecic and 
Les chiffres en exposant pour chaque ARNm cible permettent d’associer la référence correspondante. KDa : KiloDalton, N : Nucléaire ; C : Cytoplasmique ; + : fait la navette 
noyau/cytoplasme ; x : Non déterminé ; RRM : « RNA Recognition Motif »; ZnF : « Zinc finger domain » ; KH : domaine « K-homologous » ; RS : domaine riche en arginine 
et serine ; RGG : domaine riche en arginine et glycine,. Pour la signification des abréviations de certaines protéines se référer au chapitre abréviations et au texte. Ce tableau
présente une liste des grandes familles représentatives de mRBPs qui n’est pas exhaustive. Pour plus de détails le lecteur peut se référer aux revues (Graveley, 2000; Sanford et 
al., 2005a) sur la famille des protéines SR; (Sanford et al., 2005a) sur la famille des ARE-BPs ; (Barreau et al., 2006b) sur la famille des protéines CELF; (Lukong and 




Swanson, 1999). Elles contiennent des domaines de liaison à l’ARN appelé RRM (« RNA 
Recognition Motif ») ou domaine KH (« K homologous »). Elles sont également constituées 
de domaines auxiliaires tels que les domaines riches en arginine et glycine, RGG (Cartegni et 
al., 1996). Certaines hnRNPs sont les protéines les plus abondantes du noyau des cellules 
humaines. Par exemple, hnRNP A1 et C1 sont environ dix fois plus abondantes que la snRNP 
U1 (Kilejian et al., 1994). Ces protéines forment un complexe nucléaire caractérisé par 
immunoprécipitation avec des anticorps monoclonaux (Choi and Dreyfuss, 1984). Des 
expériences d’immunofluorescence ont montré que ces protéines sont nucléaires à l’équilibre 
(Sommerville, 1981). D’ailleurs, elles interviennent dans plusieurs étapes nucléaires de 
l’expression post-transcriptionnelle des gènes telles que l’épissage et la polyadénylation 
(Tableau 1). Cependant, la plupart d’entre elles font continuellement la navette entre le noyau 
et le cytoplasme (Michael et al., 1995b; Pinol-Roma and Dreyfuss, 1992; 1993). Cette 
caractéristique a permis d’envisager d’autres fonctions pour ces protéines comme par exemple 
dans l’export d’ARNm ainsi que dans des étapes cytoplasmiques de l’expression post-
transcriptionnelle des gènes (traduction, stabilité, localisation) (Tableau 1).   
 
  I-1-2-2- La famille des protéines SR  
 
  Les protéines SR (« Splicing Regulator ») ont été décrites par Roth et al. sur la 
base de cinq critères (Zahler et al., 1992). (1) Elles partagent un phospho-épitope reconnu par 
l’anticorps monoclonal mAb104. (2) Elles précipitent à des concentrations élevées en 
magnésium. (3) Elles ont une structure similaire avec au moins un domaine RRM à 
l’extrémité N-terminale et un domaine fonctionnel riche en arginine et sérine (RS) à 
l’extrémité C-terminale. (4) Leur taille sur gel SDS-PAGE est conservée de la drosophile à 
l’homme. (5) Elles complémentent des extraits cytoplasmiques S100 déficient pour la 
fonction d’épissage, suggérant une redondance pour cette fonction. Il existe une dizaine de 
protéine SR (exemples Tableau1) qui appartiennent à une superfamille de protéines contenant 
des domaines RS (Fu, 1995). Dans la cellule, les protéines SR sont confinées dans des sites de 
stockage de certains facteurs d’épissage, appelés « speckles », mais sont néanmoins capables 
de migrer vers des sites actifs de transcription où elles vont réguler la maturation des pré-
ARNms (Misteli et al., 1997; Misteli and Spector, 1999). En effet, les protéines SR sont des 
facteurs essentiels pour l’épissage constitutif,  mais aussi alternatif, des pré-ARNms. Elles 
sont essentielles à l’assemblage du « spliceosome », mais leur rôle majeur repose sur la 
reconnaissance et la sélection du site d’épissage (Sanford et al., 2005a; Tacke and Manley, 
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1999). L’ une d’entre elles, SRp20, joue également un rôle dans la polyadénylation alternative 
de la calcitonine (Lou et al., 1998). Les protéines SR ont également été impliquées dans 
d’autres fonctions cytoplasmiques de l’expression post-transcriptionnelle des gènes telles que 
l’export, la stabilité et la traduction (Graveley, 2005; Huang and Steitz, 2001). Ces fonctions 
cytoplasmiques ont pu être envisagées puisqu’il a été montré que certaines protéines SR 
faisaient la navette entre le noyau et le cytoplasme (Caceres et al., 1998). Par exemple, SRp20 
et 9G8 lient des ARNms polyadénylés dans le noyau et dans le cytoplasme de cellules HeLa 
et engendrent l’export nucléo-cytoplasmique d’ARNms sans introns (Huang and Steitz, 
2001). Un autre exemple impliquant ces facteurs régulateurs dans une autre étape post-
transcriptionnelle des gènes est celui de ASF/SF2 qui contrôle la stabilité de PKCI-1 (Lemaire 
et al., 2002). Les protéines SR liées à des ARNms spécifiques ciblent ces complexes mRNPs 
vers des sites de synthèse protéique dans le cytoplasme. En effet, il a été mis en évidence que 
certaines d’entre elles activaient la traduction cap-dépendante (Michlewski et al., 2008; 
Sanford et al., 2004).  
 
I-1-2-3- La famille des ARE-BPs  
 
Ces protéines sont capables de lier des éléments de séquence de 50 à 150 
nucléotides, riches en adénine et uridine, appelées AREs. Jusqu’à présent 14 ARE-BPs sont 
identifiées et appartiennent à plusieurs sous-familles de protéine (exemples Tableau 1).  
La famille ELAV (« Embryonic Lethal Abnormal Vision »), qui a d’abord été 
découverte chez la drosophile (Campos et al., 1985), présente quatre homologues chez les 
vertébrés. HuA (HuR) est exprimé dans tous les tissus ; HuB (Hel-N1) est exprimé dans les 
ovaires, les testicules, et les neurones ; HuC et HuD ne sont exprimés que dans les neurones 
(Antic and Keene, 1997; Good, 1995). Les protéines ELAV sont nucléaires mais elles peuvent 
faire la navette entre le noyau et le cytoplasme (Fan and Steitz, 1998a). Ces protéines ont 
d’abord été caractérisées pour leur liaison à des séquences AREs d’ARNms instables, comme 
ceux codant pour des cytokines. Cette liaison induit une stabilisation de ces ARNms (Fan and 
Steitz, 1998a; 1998b; Peng et al., 1998). Ce rôle de stabilisateur s’est étendu à d’autres 
protéines telles que des protéines régulatrices du cycle cellulaire, comme les cyclines A et B1 
(Wang et al., 2000a) ou l’inhibiteur de CDK p21 (Wang et al., 2000b). Plus récemment, deux 
de ces protéines, HuR et HuD, ont été caractérisées comme des adaptateurs nécessaires à 
l’export de certains ARNms (Gallouzi and Steitz, 2001; Saito et al., 2004). Elles ont 
également été impliquées dans le contrôle traductionnel, soit en tant que répresseur 
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(Kullmann et al., 2002) ou activateur (Antic et al., 1999; Jain et al., 1997; Mazan-Mamczarz 
et al., 2003). 
D’autres ARE-BPs sont des déstabilisateurs des ARNms telles que TTP qui 
contrôle la stabilité de plusieurs ARNms (Tableau 1). Elle entraîne la dégradation de ses 
ARNms cibles en induisant leur déadénylation ainsi qu’en recrutant les exosomes pour 
entraîner leur rapide dégradation (Chen et al., 2001). 
La famille des protéines CELF (« CUG-BP1 and ELAV Type RNA binding 
protein 3/ ETR3-Like Factor ») est une autre sous-famille de ARE-BP qui a été reliée à la 
famille ELAV par analyse phylogénétique. Elle est composée de 6 membres dont les 
membres fondateurs sont CUG-BP1 et CUG-BP2 (ETR3) (Tableau 1). Ces protéines sont 
caractérisées par une forte homologie de séquence (CUGBP-1 et 2 présentent 76% 
d’homologie de séquence), des activités de liaison à l’ARNm identiques et une organisation 
structurale similaire comprenant trois RRMs, deux dans la région N-terminale et un en C-
terminal (Good et al., 2000; Lu et al., 1999). Elles lient des séquences contenant des 
répétitions de CUG (Timchenko et al., 1996). L’expression de ces protéines est répandue dans 
tous les tissus adultes avec en particulier une forte expression de CUG-BP2 dans le cœur, les 
muscles et le cerveau (Ladd et al., 2001). Ces protéines sont localisées à la fois dans le noyau 
et le cytoplasme (Timchenko et al., 1996). Leur fonction nucléaire réside dans le contrôle de 
l’épissage alternatif de différents pré-ARNms en induisant soit l’inclusion ou l’exclusion 
d’exons non constitutifs (Tableau 1). Cette régulation nécessite la liaison directe avec le pré-
ARNm (Savkur et al., 2001). Leur localisation dans le cytoplasme est associée à une fonction 
régulatrice de la traduction (Tableau 1). Par exemple, la liaison de CUG-BP1 stimule la 
traduction de p21 et de C/EBPβ (Timchenko et al., 2001; Timchenko et al., 1999). De plus 
CUG-BP2 contrôle la traduction de la cyclooxygénase-2 (COX-2) (Mukhopadhyay et al., 
2003; Sureban et al., 2007). 
Une autre famille de protéine de liaison aux AREs est la famille des protéines 
TIA qui est constituée de TIA-1 (T-cell-restricted intracellular antigen 1) et TIAR (TIA-1 
related protein). Des analyses de sélection in vitro ont permis de mettre en évidence que les 
séquences reconnues préférentiellement par TIA-1 et TIAR sont riches en uridine (Dember et 
al., 1996). Ces deux protéines possèdent trois RRMs dans leur partie N-terminale et un 
domaine riche en glutamine dans leur partie C-terminale (Kawakami et al., 1992; Tian et al., 
1991). TIA-1 et TIAR sont, de manière prédominante, dans le noyau où elles constituent des 
régulateurs sélectifs de l’épissage alternatif des ARNms (Del Gatto-Konczak et al., 2000; 
Forch et al., 2000; Le Guiner et al., 2001). Elles participent notamment à l’inclusion d’exons 
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alternatifs. Malgré le fait que TIA-1 et TIAR soient concentrées dans le noyau de cellules en 
division, l’analyse de la localisation subcellulaire de ces protéines dans des hétérokaryons, qui 
sont des cellules résultant de la  fusion de cellules issues de différentes espèces, permet de 
révéler la capacité de ces deux protéines à faire la navette entre le noyau et le cytoplasme. 
D’ailleurs, en réponse à des stress environnementaux, TIA-1 et TIAR s’accumulent dans le 
cytoplasme où elles s’agrègent en granules de stress. Elles jouent alors, un rôle général de 
répression de la traduction en séquestrant les ARNms dans ces granules de stress. Cet effet de 
répresseur général nécessite l’activité de liaison à l’ARNm (Kedersha et al., 1999). De plus, 
TIA-1 et TIAR sont également capables d’agir en tant que répresseurs spécifiques de certains 
ARNms tel que le « Tumor Necrosis Factor α » (TNF-α) (Gueydan et al., 1999; Piecyk et al., 
2000) et COX-2 (Dixon et al., 2003) (Tableau 1), via leur interaction avec les AREs présentes 
dans la région 3’NTR de ces ARNms.  
 
I-1-2-4- La famille des RBMs 
 
Vers la fin des années 1990, une nouvelle famille de mRBP a été décrite, celle 
des protéines RBMs (« RNA Binding Motif »). Elle est composée de dix membres désignés 
RBMX, RBMY et de RBM3 à RBM10 (Elliott, 2004). Les membres, RBMX et RBMY, ont 
été nommés ainsi du fait de la découverte de leur gène, codant au niveau des chromosomes X 
et Y (Elliott, 2004). Cette famille est caractérisée sur la base de la capacité de ses membres à 
lier les transcrits primaires, ainsi que sur la base d’une structure commune. Notamment, des 
expériences de couplage covalent aux UVs ont permis de mettre en évidence que RBMX 
interagit directement avec des ARNs dans des cellules en culture (Soulard et al., 1993). Elles 
contiennent un domaine de liaison à l’ARN, RRM, à leur extrémité N-terminale et des 
séquences répétées riches en sérine, arginine, glycine et tyrosine à leur extrémité C-terminale 
(Elliott, 2004). Ces protéines sont majoritairement nucléaires et leur fonction principale est 
celle de régulateur de l’épissage. Par exemple, RBM4 module la sélection d’exon du pré-
ARNm de l’α-tropomyosine et stimule l’inclusion de l’exon 10 du pré-ARNm Tau en se liant 
à des séquences introniques (Kar et al., 2006; Lin and Tarn, 2005). De plus, dans certaines 
conditions, certains membres de cette famille font la navette entre le noyau et le cytoplasme, 
ce qui a permis d’envisager des fonctions cytoplasmiques (Lai et al., 2003; Sureban et al., 
2008). Par exemple, RBM3 régule la stabilité de plusieurs ARNms (Sureban et al., 2008) et 




I-1-2-5- La famille STAR 
 
Les protéines STAR (« Signal Transduction and Activation of RNA ») 
présentent des similitudes structurales puisqu’elles contiennent toutes un domaine KH flanqué 
de deux séquences conservées, une de ~ 80 acides aminés en N-terminal appelée NK (« N-
terminal of KH ») et l’autre de ~ 30 acides aminés en C-terminal appelée K (« C-terminal of 
KH ») (Lukong,2003; Vernet,1997). Seules les protéines Sam68 (« src associated substrate 
during mitosis of 68 kDa ») et QKI (« Quacking ») constituent des régulateurs des étapes 
post-transcriptionnelles de l’expression des gènes (Tableau 1). Sam68 est concentrée dans le 
noyau, mais peut s’accumuler dans le cytoplasme dans certaines conditions (mitose, 
stimulation à l’insuline) (Lukong,2003). Les protéines QKI sont également nucléaires mais 
peuvent faire la navette entre le noyau et le cytoplasme comme cela a, notamment, été mis en 
évidence pour QKI5 grâce à l’analyse de sa localisation subcellulaire dans des hétérokaryons 
(Wu,1999). Ces protéines ont, tout d’abord, été impliquées dans l’étape d’épissage avec, par 
exemple, sam68 qui co-localise et s’associe avec des facteurs d’épissage (Hartmann,1999; 
Matter,2002) et qui régule l’épissage alternatif de plusieurs pré-ARNms (Matter,2002; 
Paronetto2007) ou QKI5 qui réprime l’épissage alternatif de pré-ARNms (Wu,1999). Sam68 
régule également la polyadénylation et a été montrée comme activant la maturation 3’ de 
l’ARNm d’HIV (McLaren,2004). La fonction régulatrice des protéines STAR s’est étendue à 
l’export d’ARNm tels que sam68 qui contrôle l’export nucléaire de Rev ou QKI qui participe 
à l’export de la myéline (Larocque,2002; Li,2002). Enfin, certaines QKI ont été impliquées 
dans la traduction avec des fonctions de répresseurs (Saccomanno,1999).  
 
La description des caractéristiques et fonctions de quelques familles de mRBPs 
régulatrices des étapes post-transcriptionnelles de l’expression des gènes, nous permet de 
constater qu’elles présentent des propriétés communes telles que leur association avec les 
transcrits primaires, leur localisation subcellulaire, leurs rôles multiples dans le métabolisme 
des ARNms. Ces propriétés communes sont partagées par d’autres familles de mRBP telles 
que la famille Pumilio, Nova, FMR, SAM, CSD pour lesquelles le lecteur peut de référer aux 
revues (Aviv, 2003; Graumann, 1998; Hoogeven, 2002; Perrone-Bizzozero2002; Spassov, 
2003). La classification des mRBPs en famille est, par conséquent, troublée et apparaît n’être 
plus qu’historique. Par exemple, hnRNPD peut être considérée comme une ARE-BP, alors 
appelée AUF-1, de par sa capacité à lier des séquences riches en AU. De même, RBMX est 




I-1-3- Les mRBPs dans la coordination de l’expression post-transcriptionnelle des 
gènes  
 
 L’expression des gènes est souvent régulée de manière coordonnée afin de permettre 
la synthèse optimale de facteurs impliqués dans un même processus physiologique. Chez les 
procaryotes, la coordination spatiale et temporelle des gènes se fait grâce aux opérons ADN 
qui relient physiquement les gènes impliqués dans un même processus physiologique 
(beckwith et al.,1996 ; gralla et al., 1996). L’inconvénient majeur de ce système de liaison 
physique des gènes en groupe réside dans l’impossibilité de réguler l’expression de chaque 
gène indépendamment les uns des autres (Figure 2A). Chez les eucaryotes supérieurs, 
l’organisation du génome est beaucoup plus complexe et l’existence d’opéron ADN n’a pas 
été montrée. La coordination des gènes peut se faire au niveau transcriptionnel grâce à 
l’action de facteurs de transcription sur des séquences promotrices et régulatrices. De plus, en 
2002, JD. Keene a proposé que cette coordination de l’expression des gènes puisse également 
être contrôlée au niveau post-transcriptionnel au sein de régulons ARN (Keene, 2007; Keene 
and Tenenbaum, 2002). Cette notion repose sur les complexes mRNPs dans lesquels les 
mRBPs en se fixant spécifiquement sur des éléments de séquence de divers ARNms reliés 
fonctionnellement vont permettre leur expression coordonnée (Figure 2B). Ainsi, une seule 
mRBP reconnaissant la même séquence sur différents ARNms coordonne leur 
expression (Figure 2, Tableau 1). Par exemple, 5 à 8 % des gènes humains codent pour des 
ARNms contenant des AREs et les protéines correspondantes sont impliquées dans divers 
processus biologiques (Bakheet et al., 2001; Bakheet et al., 2003), soulignant l’implication 
des ARE-BPs dans la coordination de l’expression des gènes. Cette notion de régulon ARN 
n’empêche pas les ARNms d’être régulés de manière indépendante. En effet, plusieurs 
mRBPs peuvent réguler le même ARNm de manière coopérative ou compétitive, et par 























Figure 2 : Organisation combinatoire des sous-populations d’ARNm. 
(A) Représentation d’un transcrit polycistronique issu d’un opéron procaryote contenant 4 cadres de lecture 
(ORF1-4). (B) 4 ARNms monocistroniques contenant différentes séquences de liaison (boites colorées a-b) à 
différentes mRBPs (formes colorées A-B). Ces séquences sont appelées USERs pour « Untranslated Sequence 
Elements for Regulation » et sont placées ici dans les régions 5’ et 3’ non traduites mais peuvent être présentes 
dans la région codante de l’ARN. Les diagrammes de Venn à droite montrent la synthèse des protéines A-D dans 















Figure 3 : Un réseau complexe d’interactions couplées dans l’expression des gènes. 
Les flèches noires indiquent un couplage fonctionnel et /ou physique entre 2 étapes de l’expression des gènes. 
Quelques exemples de ces couplages sont donnés dans le texte ainsi que dans les revues citées.  Les flèches 
violettes sont orientées vers les étapes post-transcriptionnelles de l’expression des gènes, régulées par les 
protéines de liaisons à l’ARNm, les impliquant ainsi dans le couplage de ces différentes étapes. Cette figure 
s’inspire de (Maniatis and Reed, 2002). 
 

















I-1-4- Les mRBPs dans le couplage de l’expression post-transcriptionnelle des gènes  
 
Il existe un couplage fonctionnel et physique entre les différentes étapes post-
transcriptionnelles de l’expression des gènes (Bentley, 1999; Cramer et al., 2001; Hirose and 
Manley, 2000; Maniatis and Reed, 2002; Proudfoot, 2000). Par exemple, la partie C-terminale 
de l’ARN polymérase II recrute des enzymes impliquées dans l’ajout de la coiffe sur le pré-
ARNm (McCracken et al., 1997), permettant ainsi de coupler physiquement la transcription 
avec l’étape d’ajout de la coiffe. De même, de nombreux composants de la machinerie de 
polyadénylation s’associent avec la partie C-terminale de l’ARN polymérase II induisant 
également un couplage physique entre ces deux étapes (Fong and Bentley, 2001). Le couplage 
fonctionnel des différentes étapes post-transcriptionnelles de l’expression des gènes peut 
s’illustrer par le rôle crucial que jouent la coiffe et la queue polyA dans les étapes de 
maturation des pré-ARNms ainsi que dans leur export nucléocytoplasmique, leur stabilité et 
leur traduction (Lewis et al., 1995). Au milieu de ce réseau complexe d’interactions entre les 
étapes de l’expression des gènes, se trouvent les mRBPs (Figure 3). La dynamique des 
mRBPs (Figure 1) contribue à coupler chaque étape post-transcriptionnelle de l’expression 
des gènes entre elles. De plus, une mRBP peut intervenir dans plusieurs étapes de l’expression 
des gènes comme, par exemple, SRp20 qui, de par son rôle régulateur de l’épissage, de la 
polyadénylation, de l’export et de la traduction crée un couplage entre ces différentes étapes 
















I-2- La spécificité de liaison à l’ARNm des mRBPs  
 
La plupart des mRBPs sont très abondantes dans la cellule (hnRNPs, HuR ou SRs). Cet excès 
peut engendrer une liaison sur des sites de faible affinité avec certains ARNms.  
De plus, la majorité des mRBPs lie des séquences courtes qui sont très fréquentes dans le 
génome. Par exemple, le motif riche en uridine reconnu par HuR est très répandu au sein du 
génome, laissant suggérer que la reconnaissance des ARNms par cette protéine ne soit pas 
très discriminante (Lopez de Silanes et al., 2004).  
Finalement, plusieurs études suggèrent que les mRBPs aient des fonctions redondantes. En 
effet, en ce qui concerne les protéines SR, une des caractéristiques qui permet de définir cette 
famille est que chacune de ces protéines, individuellement, est capable de complémenter un 
extrait cellulaire déficient dans la fonction d’épissage (Cavaloc et al., 1994; Fu et al., 1992; 
Zahler et al., 1992). De même, différents membres de la famille des protéines CELF 
produisent des effets similaires quand ils sont sur-exprimés dans une cellule, suggérant une 
redondance fonctionnelle entre ces protéines (Barreau et al., 2006b).  
Malgré l’abondance des mRBPs, la fréquence de leur site de liaison et leur redondance 
fonctionnelle, ces protéines sont capables de lier leurs ARNms cibles de manière spécifique, 
pour réguler spécifiquement les étapes post-transcriptionnelles de l’expression des gènes 
(Tableau 1, § I-1-2).  
Afin de comprendre comment se fait la liaison des mRBPs à leurs ARNms cibles, nous allons 
décrire, dans un premier temps, les caractéristiques des domaines structuraux de liaison à 
l’ARN qui gouvernent cette liaison. Les mécanismes moléculaires utilisés par chaque 
domaine pour la reconnaissance spécifique d’un ARN sont détaillés dans plusieurs revues 
(Auweter et al., 2006; Chang and Ramos, 2005; Hall, 2005; Maris et al., 2005). Puis, dans les 












I-2-1- Les différents domaines de liaison à l’ARN des mRBPs 
I-2-1-1- Le motif RRM  
 
Les RRMs (« RNA Recognition Motifs ») sont les domaines de liaison à 
l’ARN les plus communs et les mieux caractérisés. Chez l’homme, ~ 0,5 à 1% des gènes 
contiennent un RRM, souvent en plusieurs copies dans le même polypeptide (Finn et al., 
2006). Un RRM est composé de 80-90 acides aminés et contient deux séquences hautement 
conservées, RNP1 et RNP2, qui permettent la reconnaissance de l’ARN. Dans la plupart des 
cas, ce sont trois résidus présents dans RNP1 et RNP2 qui induisent la liaison à l’ARN : (i) un 
résidu Arg ou Lys qui forme des ponts entre les liens phosphodiesters, (ii) deux résidus 
aromatiques qui créent des interactions de type « stacking » avec les bases nucléiques (Merrill 
et al., 1988). L’analyse cristallographique de domaines RRMs a montré qu’ils sont formés 
d’un feuillet β à quatre brins antiparallèles flanqué d’un côté, de deux hélices α pour donner 
la topologie (βαββαβ) (Figure 4). Les séquences conservées RNP1 et RNP2 se trouvent côte 
à côte sur les deux brins β centraux. La reconnaissance de l’ARN se fait généralement à la 
surface du feuillet β avec les brins centraux RNP1 et RNP2 (Ding et al., 1999; Hargous et al., 
2006; Oberstrass et al., 2005; Wang and Tanaka Hall, 2001). Cette plate-forme conservée 
permet la reconnaissance de quatre nucléotides, deux nucléotides au centre du feuillet β et 
deux autres supplémentaires par les feuillets β externes (Maris et al., 2005). Cependant, 
d’autres éléments de structure secondaire permettent à un seul RRM de reconnaître jusqu’à 










Figure 4 : Structure du RRM2 de hnRNP A1 liant l’ARN. 
(A) Les feuillets β sont annotés β1-β4. Les positions des résidus aromatiques dans les RNP1 et RNP2 sont 
numérotées. Les résidus aromatiques conservés sont encerclés en vert (B) Arrangement structural de l’ARN dans 




I-2-1-2- Le domaine KH 
 
Le domaine KH (« hnRNP K homology domain ») est capable de lier à la fois 
les ADNsbs et les ARNsbs (ADN et ARN simples brins) et est ubiquitairement exprimé chez 
les eucaryotes, les eubactéries et les archaes (Backe et al., 2005). Ce domaine est constitué de 
70 acides aminés, avec une signature de séquence (I/L/V)IGXXGXX(I/L/V) (X étant 
n’importe quel acide aminé) proche du centre du domaine. Ce domaine a d’abord été 
caractérisé dans la protéine FMR1 pour lequel des mutations induisent le syndrome de retard 
mental X-fragile (De Boulle et al., 1993). Tous les domaines KH sont constitués d’un feuillet 
β à trois brins flanqué de 3 hélices α donnant les deux topologies βααββα pour le type I et 
αββααβ pour le type II (Grishin, 2001). Quatre nucléotides sont reconnus par la boucle 
GXXG au centre du domaine. Contrairement au RRM, il n’y a pas d’acides aminés 
aromatiques dans le domaine de liaison et la reconnaissance de l’ARN se fait par des liens 
hydrogènes, des interactions électrostatiques et des complémentarités conformationnelles.  
 
I-2-1-3- Les domaines auxiliaires 
 
Le domaine RGG, que contiennent certaines hnRNPs, permet également la 
liaison à l’ARN. C’est un domaine de 20-25 acides aminés qui est défini par des répétitions 
Arg-Gly-Gly, espacées d’acides aminés aromatiques. Le nombre minimal de répétitions pour 
permettre la liaison à l’ARN n’est pas connu. HnRNP A1 par exemple contient 6 répétitions 
dans son domaine RGG. La structure primaire de ce domaine varie d’une protéine à l’autre. 
Le domaine RS des protéines SR est également capable de lier l’ARN (Shen and Green, 2006; 
Shen et al., 2004). D’autre part, le domaine en forme de doigt de zinc ou ZnF (« Zinc Finger) 
permet la liaison à l’ARN (Hall, 2005). Ces domaines ZnF sont souvent présents en plusieurs 
copies, comme par exemple pour TTP qui en contient deux (Tableau 1). Ils ont été classés sur 
la base des résidus qui coordonnent la liaison au Zn et qui sont deux cystéines et deux 
histidines agencés soit sous forme CCHH, soit CCCH ou CCHC. La liaison à l’ARN se fait 
via des liaisons hydrogènes ou via la reconnaissance de structures particulières. 
Ces domaines auxiliaires sont toujours présents dans des mRBPs contenant 
d’autres types de domaines de liaison à l’ARN, suggérant qu’eux seuls ne puissent pas 





I-2-2- La spécificité engendrée par de multiples arrangements des domaines de 
liaison à l’ARN 
 
Les domaines de liaison à l’ARN sont très rarement isolés mais sont présents en 
plusieurs copies, sont combinés entre eux et sont agencés de manière variable au sein des 
mRBPs. La présence de plusieurs sites de liaison à l’ARN permet d’augmenter l’affinité de 
liaison des mRBPs. En effet, des expériences de rétention sur filtre ont permis de montrer que 
l’affinité de TIAR pour des séquences riches en uridine est augmentée quand ses trois 
domaines RRMs sont présents dans une même construction, avec un Kd de 2.10-8 M, en 
comparaison avec l’affinité d’une construction n’exprimant que le RRM2, avec un Kd de 
5.10-8 M (Dember et al., 1996). Il en est de même pour la protéine HuD, pour laquelle il a été 
mis en évidence que chaque RRM individuellement lie l’ARN avec une faible affinité de 
l’ordre du micro-molaire pour le RRM1 et du milli-molaire pour les RRM2 et 3. Cependant, 
la combinaison des trois RRMs au sein de la protéine permet une liaison avec une affinité de 
l’ordre du nano-molaire. Ainsi, les trois RRMs semblent coopérer afin d’augmenter l’affinité 
de HuD pour l’ARN (Park et al., 2000).  
 
Les arrangements structuraux variés des multiples copies des domaines de liaison à 
l’ARN, vont en partie permettre d’engendrer la spécificité des mRBPs pour leurs ARNms 
cibles. Plusieurs schémas permettent d’expliquer comment cet agencement augmente la 









Figure 5 : La spécificité des mRBPs engendrée par de multiples arrangements des domaines de liaison à 
l’ARN.  
(a) La combinaison de plusieurs domaines de liaison à l’ARN permet de reconnaître des séquences plus longues 
(gauche), des séquences séparées par plusieurs nucléotides (milieu) ou des séquences présentes sur des ARNs 
différents (droite) (b) Les domaines de liaison à l’ARN qui interagissent simultanément avec plusieurs 
séquences, engendrent des conformations particulières de l’ARN. (c) Des domaines de liaison à l’ARN peuvent 
ne pas être affins pour l’ARN et ne jouer qu’un rôle de modulateur de la topologie de la protéine afin qu’elle 




Comme nous l’avons vu dans le § précédent, les domaines de liaison à l’ARN ne 
reconnaissent que des séquences courtes (Maris et al., 2005). La présence de multiples 
domaines dans une mRBP crée une interface de liaison beaucoup plus grande, permettant 
ainsi la reconnaissance d’une séquence plus longue, qui risque d’être moins dégénérée dans le 
génome, augmentant ainsi la spécificité de liaison des mRBPs (Figure 5a). Par exemple, les 
mRBPs de la famille Pumilio contiennent des domaines de liaison à l’ARN qui, 
individuellement, ne reconnaissent qu’un seul nucléotide. La combinaison de plusieurs 
répétitions des domaines de liaison à l’ARN dans ces mRBPs permet une liaison spécifique et 
affine de huit nucléotides (Wang et al., 2000b). Un autre exemple est celui de hnRNP A1, 
pour qui des expériences de sélection/amplification d’ARNs cibles ont montré que chacun des 
deux RRMs reconnaît une séquence spécifique différente de celle reconnue par la protéine 
pleine taille. Ceci suggère que la spécificité de séquence de hnRNP A1 provienne de la 
présence des deux RRMs agissant comme un seul composé de liaison à l’ARN (Burd and 
Dreyfuss, 1994). Ce dernier permet la reconnaissance spécifique des six résidus UAGGGA/U 
(Burd and Dreyfuss, 1994) alors que le second RRM de hnRNP A1 n’est capable de 
reconnaître que quatre nucléotides (Shamoo et al., 1994).  
 
Un facteur déterminant de la spécificité et de l’affinité des mRBPs est la 
séquence liant les domaines de liaison à l’ARN entre eux, appelée « linker » (Figure 5a 
milieu). En effet, lorsqu’un domaine de liaison à l’ARN est lié à une séquence, le second 
domaine balaye un volume qui est proportionnel à la longueur du « linker ». Dans cette 
sphère, la concentration effective du second domaine est différente de celle du domaine libre 
en solution, modifiant ainsi l’affinité de la mRBP. Notamment, il a été montré que l’affinité 
de liaison de hnRNP A1 est 1000 fois moins élevée que le produit des affinités de liaison de 
chaque RRM isolé (Shamoo et al., 1994). Il apparaît que de longs « linkers » (> 50-60 
résidus) ont un effet négligeable sur l’affinité puisque les domaines de liaison à l’ARN 
peuvent fonctionner indépendamment. Plus le « linker » est court plus l’affinité de la mRBP 
sera perturbée (Shamoo et al., 1994). La longueur et la rigidité du « linker » peuvent 
éventuellement permettre à une protéine de lier plusieurs ARNs (Figure 5a droite). 
 
Les multiples domaines de liaison à l’ARN présents dans une mRBP peuvent 
s’associer entre eux pour générer des interfaces étendues de reconnaissance de l’ARN (Figure 
5b). Par exemple, les RRM3 et 4 de hnRNP I interagissent entre eux engendrant une 
orientation antiparallèle de l’ARN qu’ils lient. Cette orientation est essentielle à la fonction de 
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répression de l’épissage de hnRNP I puisqu’elle induit la formation de boucles au niveau des 
exons et des sites de branchement, empêchant la liaison des composés du spliceosome 
(Oberstrass et al., 2005).  
 
Tous les domaines de liaison à l’ARN contenus dans une même mRBP 
peuvent ne pas être affins pour l’ARN. Cependant leur présence induit une certaine topologie 
de la protéine nécessaire à la reconnaissance de plusieurs séquences sur le même ARN 
(Figure 5b). C’est par exemple ce que l’on peut supposer pour les protéines TIA-1 et TIAR 
puisque seul le second RRM de ces protéines lie de manière spécifique des séquences riches 
en uridine alors que le premier RRM ne lie pas l’ARNm in vitro et que le troisième lie 
l’ARNm sans spécificité apparente (Dember et al., 1996).  
 
I-2-3- La spécificité engendrée par les interactions protéine-protéine 
 
Les mRBPs sont capables d’interagir les unes avec les autres grâce à différents 
domaines structuraux. En effet, plusieurs interactions protéine-protéine ont été mises en 
évidence parmi les hnRNPs (Kim et al., 2000). Pour hnRNP K, son domaine KH semble être 
nécessaire à ces interactions protéine-protéine (Kim et al., 2000). En ce qui concerne hnRNP 
A1, il a été mis en évidence que son domaine RGG permettait une homodimérisation mais 
également une hétérodimérisation avec des protéines SR et d’autres hnRNPs (Cartegni et al., 
1996). Concernant les protéines SR, c’est leur domaine RS qui constitue un module 
d’interaction protéine-protéine (Wu and Maniatis, 1993). Notamment, des expériences de 
double hybride chez la levure ont permis de mettre en évidence une interaction entre certaines 
protéines SR telles que SRp20, SRp30, l’homologue Tra-2β avec les protéines RBMs (Elliott 
et al., 2000; Venables et al., 2000). De plus, des interactions entre HuR et AUF-1 sous forme 
d’hétérodimères ou d’homodimères ont également été mises en évidence (David et al., 2007). 
Enfin, le « linker » séparant les RRM1-2 du RRM3 dans CUG-BP2 est impliqué dans des 
interactions protéine-protéine (Barreau et al., 2006b). Ces interactions ont lieu 
indépendamment de la liaison des mRBPs à l’ARNm.  
 
Ces interactions protéine-protéine permettent de créer une spécificité de 
liaison. Cette notion peut être illustrée par le réseau protéique mis en place au cours de la 
régulation de l’épissage de l’exon 6A du pré-ARNm β-tropomyosin (Expert-Bezancon et al., 
2002). Dans ce réseau, PTB facilite la liaison de hnRNP K au pré-ARNm via des interactions 
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protéine-protéine. De plus, hnRNP L s’associe indirectement aux différentes séquences 
activatrices de l’épissage grâce à des interactions établies avec PTB et hnRNP K (Expert-
Bezancon et al., 2002). Un autre exemple est celui du recrutement de hnRNP E1 sur des 
ARNs contenant des séquences A2RE (« A2 response element ») grâce à son interaction avec 
hnRNP A2, qui, elle, lie directement ces séquences A2RE (Kosturko et al., 2006). D’autre 
part, la mise en place d’un réseau d’interaction protéique peut également être supposé pour 
l’interaction de hnRNP K, L et A2/B1 avec l’ARNm de la glucose-6-phosphate 
deshydrogénase (G6PD) (Griffith et al., 2006). En effet, la perte du site de liaison de hnRNP 
K sur l’ARNm diminue la liaison de hnRNP L et A2/B1 ce qui suggère que leur liaison à 
l’ARNm est facilitée par leur interaction avec hnRNP K. Enfin, des interactions protéine-
protéine sont supposées pour la liaison spécifique de hnRNP H à un mutant de l’ARNm de 
DMPK (« myotonic dystrophy type 1 protein kinase ») qui est augmentée par des facteurs 
























I-3- Les différents niveaux de régulation des mRBPs et leurs conséquences  
 
I-3-1- La régulation de l’expression des mRBPs 
 
I-3-1-1- Expression tissu/cellule spécifique ou au cours du développement   
 
Les mRBPs ne sont pas exprimées ubiquitairement. Notamment, la distribution 
tissulaire de certaines mRBPs est variable. En effet, des études d’expression par « western 
blot » dans différents tissus de rat et d’immunohistochimie sur des tissus de souris, ont permis 
de mettre en évidence une variation tissulaire de la quantité et de la proportion de plusieurs 
hnRNPs et de leurs isoformes (Faura et al., 1995; Kamma et al., 1995), ainsi que de plusieurs 
ARE-BPs (Lafon et al., 1998; Lu and Schneider, 2004). Le profil d’expression des mRBPs est 
spécifique d’un type cellulaire comme par exemple pour SC35 (Fu and Maniatis, 1992), ou 
pour les hnRNPs dont l’expression est élevée dans les cellules neuronales et reproductrices 
(Kamma et al., 1995). Finalement, l’expression des mRBPs varie au cours du développement 
comme par exemple, celle de hnRNP A1 au cours de la spermatogenèse, qui est fortement 
exprimée lors de l’étape précoce spermatogoniale alors qu’elle est absente dans les étapes 
tardives ou celle de CUG-BP2 qui diffère selon les tissus et pendant le développement (Li et 
al., 2001).  
 
Les facteurs qui ne sont exprimés que dans un tissu ou à un stade de 
développement particulier vont engendrer une régulation de l’expression de leur ARNm cible 
de manière spécifique d’un tissu ou d’un type cellulaire. Plusieurs exemples parmi les 
protéines SRs et CUG-BPs illustrent cette régulation spécifique. Au cours de la 
différenciation cellulaire, une augmentation de la quantité d’ARNm codant pour ASF/SF2 
dans des cellules T activées à la phytohaemagglutinine (PHA) corrèle avec l’inclusion d’exon 
dans le pré-ARNm CD44 et l’exclusion d’exon dans le pré-ARNm CD45 (Screaton et al., 
1995). D’autre part, la protéine SR TRA-2 (« Transformer-2 ») est fortement exprimée dans 
les cellules germinales femelles chez la drosophile afin de réguler l’épissage de transcrits 
critiques à la détermination du sexe tel que « doublesex » (Mattox et al., 1990). Chez le male, 
le niveau d’expression élevé de TRA-2 dans les spermatocytes permet de réprimer l’épissage 
de son propre intron M1 (Qi et al., 2006). Enfin, la forte expression de SRp55 dans le cerveau 
engendre une régulation spécifique de l’épissage. En effet, la perte d’expression de SRp55, 
obtenue chez la drosophile suite à des modifications génétiques, ne peut pas être 
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complémentée par les autres protéines SR dans le tissu cérébral, alors que cette 
complémentation est toujours possible dans les autres tissus (Hoffman and Lis, 2000). En ce 
qui concerne la protéine CUG-BP2, l’augmentation de son expression pendant la 
différenciation de myoblastes C2C12 induit une modification de l’épissage du pré-ARNm de 
cTNT (« cardiac troponin T ») en engendrant l’inclusion de l’exon v5 qui normalement est 
épissé (Ladd et al., 2001).  
 
I-3-1-2- Expression de différentes isoformes 
 
Beaucoup de mRBPs sont présentes sous plusieurs isoformes issues d’un 
épissage alternatif de leur pré-ARNm. Ces multiples isoformes peuvent présenter des affinités 
différentielles pour l’ARNm cible. C’est notamment le cas pour hnRNP D, pour qui 
l’inclusion d’un mini exon dans un de ses domaines de reconnaissance de l’ARNm engendre 
une diminution de son affinité pour l’ARNm (Wagner et al., 1998).  
 
Dans certains cas, les différents isoformes de mRBPs présentent des activités 
régulatrices de l’expression post-transcriptionnelle des gènes différentes, ce qui contribue à 
créer une spécificité fonctionnelle.  C’est par exemple le cas, pour les deux isoformes de TIA-
1, TIA-1a et TIA-1b. Un épissage alternatif au niveau de l’exon 5 de TIA-1a permet 
l’inclusion d’un mini exon de 11 acides aminés, au niveau d’un des domaines de 
reconnaissance à l’ARNm. Alors que ces deux isoformes ont des distributions subcellulaires 
et une activité de liaison à l’ARNm identiques, l’activité spécifique d’épissage de TIA-1b sur 
l’inclusion de l’exon 6 de Fas est plus élevée que celle de TIA-1a (Izquierdo and Valcarcel, 
2007b). Un autre exemple est celui des protéines de drosophile Rbp1 et Rbp1-like qui sont 
des homologues de SRp20. Elles autorégulent l’épissage alternatif de leur exon 2 en 
favorisant le choix d’un site 3’proximal d’épissage, générant ainsi, un domaine C-terminal 
alternatif riche en sérine et thréonine (ALT) à la place du domaine RS. Les deux isoformes 
obtenues Rbp1-ALT et Rbp1-L-ALT ont des effets opposés à Rbp1 et Rbp1-L concernant 








I-3-2- La régulation de la liaison à l’ARNm 
 
Plusieurs études ont montré que la capacité de liaison à l’ARNm des mRBPs peut être 
régulée par des modifications post-traductionnelles telles que des méthylations ou des 
phosphorylations, constituant parfois un moyen de contrôler leur activité.  
Dans certains cas, l’affinité des mRBPs pour leur ARNm cible est augmentée suite à 
des modifications post-traductionnelles. Par exemple, la liaison séquence spécifique des 
protéines SR, gérée par les RRMs, avec des séquences d’ARNm régulatrices de l’épissage, est 
facilitée par la phosphorylation des sérines du domaine RS puisqu’elle permet de neutraliser 
les charges positives portées par les résidus arginine (Tacke and Manley, 1999). Un autre 
exemple est celui de l’augmentation de la liaison de hnRNP A18 avec la région 3’NTR de 
l’ARNm de la thioredoxine suite à la phosphorylation de son domaine RGG par la kinase 
GSK3β au niveau des Ser144 et 159, dans des cellules RKO en réponse à des irradiations aux 
UVs (Yang et al., 2006). De plus, la liaison de hnRNP K avec des séquences riches en CU de 
la région 3’NTR de l’ARNm de VEGF est augmentée suite à la phosphorylation de sa Ser302 
induite par la kinase PKCδ (Feliers et al., 2007). L’augmentation de la liaison de hnRNP A18 
et de hnRNP K avec leur ARNm, suite à leur phosphorylation, pourrait constituer un moyen 
de réguler leur activité puisqu’elle corrèle avec l’activation de la traduction respective des 
ARNms de la thioredoxine (Yang et al., 2006) et de VEGF (Feliers et al., 2007).  
Dans d’autres cas, l’affinité des mRBPs pour leur ARNm cible est diminuée suite à 
des modifications post-traductionnelles. C’est notamment le cas pour la perturbation de la 
liaison de hnRNP A1 avec un acide nucléique simple brin qui est induite par la méthylations 
des glycines de son domaine RGG (Kim et al., 1997; Kim et al., 1998; Rajpurohit et al., 
1994a; Rajpurohit et al., 1994b). Un autre exemple est celui de l’inhibition de la liaison de 
hnRNP K avec le site DICE (« Differenciation Control Element ») de l’ARNm de la 15-
lipoxigénase, suite à sa phosphorylation au niveau de la thyrosine 458 induite par c-src 
(Messias et al., 2006). De plus, un mutant hypo-phosphorylé du domaine RS de la protéine 
ASF/SF2 est très affin, suggérant une perturbation de la liaison de cette mRBP à l’ARNm 
suite à sa phosphorylation (Sanford et al., 2005b). L’activité de liaison à l’ARNm de sam68 
est également régulée négativement par phosphorylation de ses tyrosines à l’extrémité C-
terminale (Barlat et al., 1997). Enfin, l’affinité de TTP pour l’ARNm de TNF-α est diminuée 
suite à sa phosphorylation induite par la kinase MK2 (Hitti et al., 2006). Cette inhibition de la 
liaison par phosphorylation semble contrôler l’activité régulatrice de TTP puisqu’elle corrèle 
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avec la stabilisation de l’ARNm de TNF-α (Carballo et al., 2001; Hitti et al., 2006; Wilson et 
al., 2003). Finalement, la phosphorylation de hnRNP A1 par les kinases Mnks au niveau de 
ses sérines 192, 310-312 diminue sa capacité de liaison à la région 3’UTR de TNF-α ce qui 
inhibe le rôle répresseur de la traduction de hnRNP A1 pour cet ARNm (Buxade et al., 2005). 
 
I-3-3- La régulation de la localisation subcellulaire des mRBPs 
 
La plupart des mRBPs sont, de manière prédominante, nucléaires. Cependant, elles 
sont capables de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme (Tableau 1 ; § I-1-2). Cette 
activité de trafic nucléo-cytoplasmique est contrôlée par des domaines structuraux 
particuliers. Par exemple, le domaine M9 de hnRNP A1, constitué de 38 acides aminés, 
constitue à la fois un signal de localisation nucléaire et d’export nucléaire qui contrôle le 
transport de la protéine via le récepteur transportin (Trn)/karyopherin β2 (Michael et al., 
1995a; Siomi and Dreyfuss, 1995). HnRNP K contient un autre domaine de localisation 
subcellulaire appelé KNS qui lui permet de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme 
(Michael et al., 1997). En ce qui concerne les protéines SR, le domaine RS constitue un signal 
de localisation nucléaire qui interagit avec le récepteur d’import nucléaire des protéines SR, 
appelé transportin SR (Caceres et al., 1997; Kataoka et al., 1999; Lai et al., 2000). Le 
domaine RS est également nécessaire à certaines protéines SR pour leur activité de trafic 
nucléo-cytoplasmique (Caceres et al., 1998). Le domaine HNS contrôle, quant à lui, l’activité 
navette de HuR (Fan and Steitz, 1998a).  
 
Des modifications post-traductionnelles des mRBPs permettent de réguler leur 
localisation subcellulaire. Plusieurs études ont montré, d’une part, un rôle important de la 
méthylation des arginines du domaine RGG des hnRNPs et de sam68 dans le contrôle de la 
localisation subcellulaire. Dans certains cas, cette méthylation favorise, la rétention nucléaire, 
comme pour hnRNP A2 qui est relocalisée dans le cytoplasme suite à l’inhibition de la 
methyltransférase (Nichols et al., 2000) ou comme pour sam68 dont la forme hypo-méthylée 
est cytoplasmique (Cote et al., 2003). Dans d’autres cas, la méthylation au niveau de résidus 
arginine facilite l’export nucléaire tels que pour les hnRNPs (Shen et al., 1998).  
 
D’autre part, des phosphorylations jouent un rôle primordial dans la localisation 
subcellulaire des mRBPs. Ces phosphorylations impliquent des voies de signalisations 
activées par des stimuli extra-cellulaires ou durant différents processus cellulaires tels que 
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l’hypoxie ou l’apoptose (Cf table I de l’annexe 1). Les voies de signalisations qui régulent 
cette localisation subcellulaire n’ont été décrites que pour quelques mRBPs (Cf Tables II de 
l’annexe 1). Par exemple, hnRNP I est exporté du noyau vers le cytoplasme de cellules 
neuronales PC12 suite à la phosphorylation de sa serine 16 par la protéine kinase A (PKA) 
(Ma et al., 2007). D’autres analyses de la localisation subcellulaire de hnRNP I dans des 
oocytes de xénope et dans des hétérokaryons, ont permis de confirmer que la phosphorylation 
de sa sérine 16 par la PKA induit sa relocalisation cytoplasmique (Xie et al., 2003). Cette 
kinase contrôle également la localisation de hnRNP I dans des cellules β du pancréas 
stimulées par du glucose (Knoch et al., 2006). Les protéines hnRNP K, HuR, Tra2-β1 et 
RBM4 constituent d’autres exemples de mRBPs dont la distribution subcellulaire est corrélée 
à leur phosphorylation. En effet, une stimulation au sérum active la voie MAPK/ERK 
(« mitogen-activated protein kinase/extracellular-signal-regulated kinase ») engendrant alors, 
la phosphorylation de hnRNP K au niveau des sérines 284 et 353, et une accumulation 
cytoplasmique de cette mRBP (Habelhah et al., 2001). Le recrutement cytoplasmique de HuR 
induit par l’ATP est sous le contrôle de la protéine kinase Cα (PKCα) qui interagit avec HuR 
et phosphoryle ses sérines 158 et 221 (Doller et al., 2007). L’hyperphosphorylation de Tra2-
β1 est concomitante avec son accumulation cytoplasmique (Daoud et al., 2002). La voie de 
signalisation des kinases MKK3/6-p38 est impliquée dans la relocalisation cytoplasmique de 
RBM4 qui est phosphorylée au niveau de la sérine 309 suite à un stress oxidatif (Lin et al., 
2007). Cette voie de signalisation induit également une relocalisation cytoplasmique de 
hnRNP A1, sous différents stress (osmotique, oxidatif, choc thermique), suite à sa 
phosphorylation par la kinase Mnk1 au niveau du peptide F de son extrémité C-terminale 
(Allemand et al., 2005; Guil et al., 2006; van der Houven van Oordt et al., 2000). D’autres 
voies de signalisation sont également impliquées dans le contrôle de la relocalisation 
cytoplasmique des mRBPs. Par exemple, la voie apoptotique dépendante de la kinase associée 
à Rho (ROCK) et la voie de la kinase JNK régulent respectivement la localisation 
subcellulaire de hnRNP C1/C2 (Lee et al., 2004) et de hSlu7 (Shomron et al., 2005). Enfin, la 
relocalisation cytoplasmique de HuR peut également être induite par les voies AMPK 
(« AMP-activated kinase ») ou p38-MK2 (Martinez-Chantar et al., 2006; Tran et al., 2003; 
Wang et al., 2002; Zou et al., 2008).  
 
Du fait de la compartimentalisation de l’expression des gènes chez les eucaryotes, il 
apparaît évident que la modification de la localisation subcellulaire des mRBPs va engendrer 
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des conséquences sur la régulation des étapes post-transcriptionnelles de l’expression des 
gènes et peut constituer un moyen de contrôler les activités régulatrices des mRBPs. Les 
différentes étapes post-transcriptionnelles perturbées suite à la relocalisation d’une mRBPs 
sont répertoriées dans la table III de l’annexe 1 et certains exemples sont repris ci-dessous.   
L’export des mRBPs dans le cytoplasme affecte des évènements nucléaires d’épissage 
puisqu’il induit des modifications dans les proportions des mRBPs nucléaires. Notamment, la 
relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 induite par sa phosphorylation sous différents 
stress (choc osmotique, UV), modifie le profil d’épissage alternatif du pré-ARNm de 
l’adénovirus E1A (van der Houven van Oordt et al., 2000).  Un autre exemple est celui de la 
relocalisation cytoplasmique de Tra2-β1 suite à sa phosphorylation dans des conditions 
ischémiques qui stimule l’inclusion d’exons alternatifs du pré-ARNm de ICH-1 (Daoud et al., 
2002). 
Les mRBPs relocalisées dans le cytoplasme induisent une régulation spécifique des 
étapes cytoplasmiques de l’expression post-transcriptionnelle des gènes telle que la 
localisation des ARNms. En effet, le contrôle de la localisation de l’ARNm de β-actine dans 
le neurites terminaux corrèle avec une relocalisation cytoplasmique de hnRNP I (Ma et al., 
2007).  
Le contrôle de la stabilité d’ARNms peut également être perturbé par la modification 
de la localisation subcellulaire de mRBPs. Par exemple, la localisation cytoplasmique de HuR 
dans des cellules de carcinomes colorectaux RKO corrèle avec l’augmentation de la stabilité 
des cyclines A et B1 pendant les phases S et G du cycle cellulaire (Wang et al., 2000a). 
D’autre part, un changement de localisation du cytoplasme vers le noyau de la protéine AUF1 
dans des cellules épithéliales de la glande mammaire, suite à une stimulation par des 
hormones lactogéniques, corrèle avec l’augmentation de la stabilité de l’ARNm de la β-
caséine (Nagaoka et al., 2007).  
Enfin, la relocalisation cytoplasmique d’une mRBP peut altérer la traduction d’un 
ARNm. En effet, l’accumulation cytoplasmique de hnRNP K suite à sa phosphorylation 
induite par une stimulation sérique corrèle avec l’inhibition de la traduction d’ARNms 
contenant des séquences de liaison pour cette protéine dans leur région 3’NTR (Habelhah et 
al., 2001). De plus, dans les dystrophies myotoniques, il a été suggéré que la perte 
d’accumulation cytoplasmique de CUG-BP1 empêche son rôle d’activateur de la traduction 





I-3-4- La régulation de l’activité des mRBPs 
 
I-3-4-1- Par modifications post-traductionnelles 
 
D’autres exemples de modifications post-traductionnelles, qui n’ont pas été 
associées à une modification de l’affinité ou à une relocalisation subcellulaire des mRBPs, ont 
contribués à montrer leur rôle dans la régulation de l’activité des mRBPs. Notamment, la 
phosphorylation des mRBPs peut perturber leur activité de régulateur d’épissage. Par 
exemple, la phosphorylation et la déphosphorylation contrôlent l’activité d’épissage des 
protéines SR (Xiao and Manley, 1998). Un autre exemple, est celui de la phosphorylation de 
TIA-1 par la kinase FAST (« Fas-activated ») qui augmente son activité régulatrice d’épissage 
d’inclusion de l’exon 6 de Fas (Izquierdo and Valcarcel, 2007a). De plus, la phosphorylation 
de sam68 par ERK permet de stimuler l’épissage alternatif de l’exon v5 de CD44 (Matter et 
al., 2002). L’activité d’une mRBP sur la stabilité des ARNms peut également être perturbée 
par phosphorylation. Par exemple, l’activité déstabilisatrice de TTP sur l’ARNm de VEGF est 
inhibée par phosphorylation de cette ARE-BP (Suswam et al., 2008). La régulation de la 
traduction de certains ARNms peut également être modifiée suite à la phosphorylation des 
mRBPs. En effet, la phosphorylation du domaine RS de 9G8 induit son détachement des 
complexes polyribosomiques (Swartz et al., 2007). De plus, la phosphorylation de hnRNP A1 
par Akt, dans des cellules traitées à la rapamycine, inhibe son rôle activateur de la traduction 
de c-myc et de la cycline D1 (Jo et al., 2008). 
 
I-3-4-2- Par compétition entre mRBPs 
 
Certaines mRBPs entrent en compétition pour la liaison à l’ARNm ce qui 
permet de contrôler leur activité régulatrice des différentes étapes post-transcriptionnelles de 
l’expression des gènes.  
En ce qui concerne l’étape d’épissage, plusieurs compétitions ont été décrites. 
Par exemple, les facteurs d’épissage antagonistes ASF/SF2 et hnRNP A1 entrent en 
compétition pour la liaison aux pré-ARNms, et il apparaît que le ratio entre ces deux facteurs 
influence le profil d’épissage alternatif in vivo (Caceres et al., 1994; Eperon et al., 2000). Un 
autre exemple est celui de la protéine brPTB qui entre en compétition avec la protéine de 
liaison aux ARNms NOVA-1 pour sa liaison et pour son activité d’épissage du pré-ARNm de 
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Gly-R-α2 (« Glycin-receptor-alpha2 ») dans des cellules neuronales (Polydorides et al., 
2000). De plus, les protéines Hu reconnaissent les mêmes séquences riches en uridine que 
TIA-1/TIAR, modifiant en conséquence l’épissage des pré-ARNms de la calcitonine et de 
NF1 dans des cellules neuronales (Zhu et al., 2006; Zhu et al., 2008). Enfin, RBM4 et PTB 
entrent en compétition pour la liaison de séquences riches en CU du pré-ARNm de l’α-
tropomyosin afin de déterminer la sélection d’exons alternatifs (Lin and Tarn, 2005). 
Plusieurs compétitions entre mRBPs permettent de réguler l’étape de 
traduction. Par exemple, l’augmentation de la liaison de hnRNP C1/C2 avec l’IRES de 
l’ARNm unr pendant la mitose active sa traduction dépendante de l’IRES et est concomitante 
avec la dissociation des facteurs unr et PTB de l’IRES (Schepens et al., 2007). Une autre 
étude met en évidence que HuR et CUGBP-2 entrent en compétition pour la liaison au site 
ARE de l’ARNm de COX-2. Alors qu’HuR augmente la traduction de l’ARNm de COX-2, 
CUG-BP2 l’inhibe (Sureban et al., 2007). Des irradiations de cellules de carcinome de colon, 
engendrent un changement de liaison entre les deux mRBPs, CUG-BP2 remplaçant HuR et 
induisant une perte d’expression de COX-2 (Sureban et al., 2007). Un autre exemple est celui 
des protéines hnRNP K et Hu qui entrent en compétition pour la liaison au niveau de 
séquences riches en CU et pour la régulation de la traduction de l’ARNm de p21 (Yano et al., 
2005). L’action antagoniste de ces deux mRBPs contrôle les changements de prolifération de 
cellules neuronales via la régulation post-transcriptionnelle de l’ARNm de p21 (Yano et al., 
2005). Enfin, les protéines hnRNP D et TIAR entrent en compétition pour la liaison des 
séquences AREs de l’ARNm myc et pour la régulation de sa traduction (Liao et al., 2007). Le 
taux de traduction de myc est directement proportionnel à la quantité de l’activateur 
traductionnel hnRNPD, et inversement proportionnel à la quantité de l’inhibiteur 
traductionnel, TIAR. La perturbation de l’association d’une de ces deux mRBPs avec 
l’ARNm de myc in vivo, modifie réciproquement l’association de l’autre mRBP. L’ensemble 
de ces observations montre que les ratios des facteurs antagonistes, hnRNPD et TIAR, liés à 










II- Les mécanismes de régulation de la traduction par les mRBPs   
 
 
Chez les eucaryotes, la traduction se déroule en trois étapes : 
- L’initiation de la traduction consiste en la formation d’un complexe de pré-
initiation 43S qui est recruté au niveau de la coiffe, puis balaye la région 5’NTR de 
l’ARNm jusqu’à la reconnaissance du codon initiateur, généralement AUG, où la 
sous unité ribosomique 60S est recrutée pour former le complexe ribosomique 
80S. 
- L’élongation de la chaîne polypeptidique consiste en l’ajout d’un acide aminé à 
l’extrémité carboxy-terminale du peptide néo-synthétisé, ce qui est géré par la 
reconnaissance des codons de l’ORF par l’anticodon de l’ARN de transfert 
chargeant l’acide aminé. 
- La terminaison se fait au niveau d’un codon stop où se produit la dissociation du 
ribosome. Le polypeptide est alors relargué, les sous-unités ribosomiques sont 
recyclées pour permettre à nouveau l’initiation de la traduction. 
 
La régulation de la traduction concerne principalement l’initiation dont nous allons détailler 
les différentes étapes dans une première partie, avant de décrire les mécanismes d’action de 
certaines mRBPs impliquées dans cette régulation.   
 
II-1- L’initiation de la traduction dépendante de la coiffe 
 
II-1-1- Evidence du recrutement des ribosomes au niveau de la coiffe des ARNms 
 
Plusieurs études ont permis de montrer que le recrutement du complexe de pré-
initiation 43S sur l’ARNm se fait au niveau de la coiffe. D’une part, il a été mis en évidence 
que les ribosomes eucaryotes sont incapables de se lier à une molécule d’ARN circulaire 
(Kozak and Shatkin, 1979). D’autre part, la traduction de la plupart des messagers dépend de 
la présence de la coiffe (Muthukrishnan et al., 1978). De plus, des complexes d’initiation 
abortifs, dans lesquels un certain nombre de facteurs sont omis, s’assemblent au niveau de la 
coiffe du messager de la β-globine (Pestova et al., 1998). Enfin, le recrutement des ribosomes 




(a) La sous-unité ribosomique 40S se lie à un complexe ternaire comprenant eIF2-GTP- ARNtmet, ainsi qu’aux facteurs d’initiation eIF1A 
et eIF3 pour former le complexe de pré-initiation 43S. (b) Le complexe eIF4F, composé de eIF4E, eIF4A et eIF4G, s’associe avec la
coiffe de l’ARNm et la PABP, entraînant une circularisation du messager. Suite à la déstructuration de la région 5’NTR de l’ARNm (c), le 
complexe 43S est recruté via des interactions avec les facteurs eIF4 liés sur la coiffe ou à proximité (d). (e) Le complexe 43S balaye alors
la région 5’NTR jusqu’à la reconnaissance du codon initiateur. (f) La reconnaissance du codon AUG se fait par l’association des bases 
complémentaires de la boucle anticodon de l’ARNtmet. (g) Les facteurs d’initiation sont ensuite relargués, ce qui est associé à une
hydrolyse du GTP et à une association de la sous unité ribosomique 60S pour former le ribosome 80S capable d’initier l’étape 
d’élongation de la synthèse protéique. (h) eIF2 lié au GDP est recyclé par le facteur eIF2B afin de permettre la formation d’un nouveau
complexe ternaire. Pour la clarté du schéma les facteurs d’initiation eucaryotes sont signalés en omettant la partie générale « eIF », ainsi 
nous aurons « 4E» à la place de « eIF4E ». De plus, les interactions entre eIF1A, eIF2 et eIF3 ne sont pas représentées. Le ‘ ?’ en (e) 
indique la nature spéculative de cet intermédiaire de balayage. Pour simplifier le bas du schéma, la nécessité d’une molécule de GTP liée
au facteur eIF5B pour l’association de la sous unité 60S, ainsi que l’hydrolyse du GTP pour la libération de eIF5B, après la formation du

















































II-1-2- Formation du complexe de pré-initiation 43S 
 
La sous unité ribosomique 40S, requise au cours de l’étape d’initiation de la 
traduction, provient soit de la dissociation du complexe ribosomique 80S, soit de la néo-
synthèse d’une sous unité. La dissociation des ribosomes serait favorisée par la liaison des 
facteurs eIF3A puis eIF6 à la sous unité 60S, ainsi que par la liaison successive des facteurs 
eIF3 puis eIF1A à la sous unité 40S (Chaudhuri et al., 1999; Si and Maitra, 1999). Ces 
derniers facteurs empêcheraient la réassociation de la sous unité ribosomique 40S avec la sous 
unité ribosomique 60S par encombrement stérique (Goumans et al., 1980). 
Le recrutement du complexe ternaire eIF2-GTP-ARNtMet au niveau de la sous unité 
ribosomique 40S, en plus des facteurs eIF1A et eIF3, permet la formation du complexe de 
pré-initiation 43S (Figure 6 (a)). Au cours de ce processus, le facteur eIF2A est impliqué dans 
la liaison de l’ARNtMet aux ribosomes (Zoll et al., 2002). 
 
 
II-1-3- Recrutement du complexe 43S sur la coiffe à l’extrémité 5’ de l’ARNm 
 
Le complexe eIF4F, constitué des facteurs eIF4A, eIF4E et eIF4G, est nécessaire au 
recrutement du complexe 43S sur la coiffe de l’ARNm (Figure 6 (b)). En effet, eIF4E 
s’associe directement à l’extrémité 5’ de l’ARNm au niveau de la coiffe. Le facteur eIF4A 
intervient via son activité ARN hélicase dépendante de l’ATP, pour dérouler les structures 
secondaires établies (Figure 6 (c)). Cette activité est stimulée par les facteurs eIF4B et eIF4H 
(Rogers et al., 1999; Svitkin et al., 2001). eIF4G est au centre du réseau d’interactions 
protéine-protéine et ARN-protéine permettant le recrutement du complexe 43S (Figure 6 (d)). 
En effet, eIF4G interagit avec eIF3 qui est associé à la sous unité 40S, et interagit également 
avec eIF4E et eIF4A qui sont liés à l’extrémité 5’ de l’ARNm. Le facteur eIF4B peut 
également intervenir dans le recrutement du complexe 43S via son interaction avec le facteur 
eIF3 (Methot et al., 1996). eIF4G interagit avec eIF5 et eIF1 afin de maintenir l’intégrité du 
complexe de pré-initiation (He et al., 2003). D’autre part, eIF4G lie également la PABP 
(« poly(A) binding protein ») induisant une circularisation de la molécule d’ARNm (Tarun 






II-1-4- Balayage de la région 5’NTR 
 
II-1-4-1- Mise en évidence du mécanisme de balayage 
 
Plusieurs données expérimentales ont permis de proposer un modèle de 
balayage de la région 5’NTR par le complexe 43S. En effet, l’insertion d’une structure en tige 
boucle dans la région 5’NTR réduit l’efficacité de traduction, vraisemblablement en gênant le 
mouvement du complexe 43S vers le codon d’initiation de la traduction (Kozak, 1989a; 
Kozak, 1998). De plus, un codon AUG inséré en amont du site d’initiation naturel est utilisé à 
la place de ce dernier. Ainsi, le codon AUG le plus proche de l’extrémité 5’ est utilisé dans 
90% des cas, suggérant l’existence d’un processus de balayage (Kozak, 1989b).  
 
II-1-4-2- Mécanisme de balayage de la région 5’NTR 
 
Le complexe de pré-initiation migre le long de la région 5’ de l’ARNm dans le 
sens 5’-3’ (Figure 6 (e)). Lors de la progression du complexe, l’activité ARN hélicase de 
eIF4A permet le déroulement des structures secondaires du messager se trouvant sur le trajet 
du ribosome, par un mécanisme consommateur d’énergie sous forme d’ATP. Afin de 
promouvoir cet effet, les facteurs eIF4A et eIF4B sont recrutés (Kozak, 1989b). En plus de 
son rôle d’échafaudage dans l’assemblage de la machinerie traductionnelle sur le messager, 
eIF4G semble également être indispensable au mécanisme de balayage des ribosomes (Prevot 
et al., 2003). De plus, l’action des facteurs eIF1 et eIF1A est nécessaire à la progression de la 
sous unité ribosomique puis à son positionnement sur le codon initiateur (Asano et al., 2000). 
Dans la majorité des cas, ce balayage se fait de manière linéaire (Kozak, 1989a). Au sein de la 
5’NTR de certains ARNms, il existe des structures stables qui ne peuvent pas être déroulées 
au cours du balayage, et qui induisent un saut des ribosomes et un balayage non linéaire. C’est 









II-1-5- Reconnaissance du codon d’initiation 
  
Le ribosome stoppe son avancement sur le messager quand il se lie de façon stable à 
un codon d’initiation (Figure 6 (f)). Le codon d’initiation de la traduction est en général un 
codon AUG, mais les codons CUG ou plus rarement ACG, GUG, UUG, AUA, AUC et AUU 
peuvent être initiateurs (Touriol et al., 2003). Le choix du codon initiateur dépend de 
l’appariement codon-anticodon, mais aussi du contexte nucléotidique dans lequel se trouve le 
codon. Une séquence consensus optimale, permettant la sélection du codon initiateur, a été 
identifiée (Kozak, 1986). Il s’agit du contexte GCCCA/GCCAUGG dans lequel les 
nucléotides –3 et +4 sont déterminant ( le +1 étant le A de l’AUG initiateur). Une cystidine ou 
une adénine en position +5 et une uracile en +6 renforcent le contexte du codon initiateur 
(Boeck and Kolakofsky, 1994; Grunert and Jackson, 1994). Toutefois, des expériences  de 
« toeprinting » ont permis de montrer que le contexte activateur d’un codon initiateur non-
AUG pouvait être réduit à une adénine en position +5 (Kozak, 1997). Le facteur eIF1 permet 
de rejeter les mesappariements codon-anticodon en dissociant le complexe 43S, empêchant 
ainsi une initiation à des sites aberrants (Pestova and Kolupaeva, 2002). De plus, eIF1 permet 
au complexe 43S de distinguer les codons d’initiation situés dans un bon contexte, de ceux 
présents dans un mauvais contexte d’initiation. Le complexe d’initiation assemblé au niveau 
du codon AUG est appelé complexe d’initiation 48S. 
 
II-1-6- Recrutement de la sous unité 60S et formation du ribosome 80S 
 
Au niveau du codon d’initiation, le facteur eIF5 hydrolyse le GTP porté par eIF2 (Lee 
et al., 2002; Shin et al., 2002). Ceci engendre un changement conformationnel provoquant la 
libération des facteurs eIFs et le relargage du complexe eIF2-GDP. Ce dernier est alors 
recyclé par le facteur eIF2B afin de permettre la formation d’un nouveau complexe ternaire 
(Figure 6 (h)). La sous unité 60S rejoint le complexe d’initiation 48S avec la participation de 








Tableau 2 – Effet de mRBPs caractéristiques sur la traduction .  
 Nom  ARNm cible Site de liaison Effet traductionnel Mécanisme Références 
A1 FGF-2 IRES- 5’NTR + Traduction IRES dépendante (Bonnal et al., 2005) 
A2 FMR1 Vecteur 
(CGG)n - 5’NTR 




Traduction cap dépendante 
(Khateb et al., 2007) 
(Kwon et al., 1999) 






IRES - 5’NTR 
IRES - 5’NTR 
 





Traduction IRES dépendante sous stress 
Traduction IRES dépendante-compétition avec PTB et 
unr pendant mitose 
Traduction IRES dépendante pendant la mitose 
(Holcik et al., 2003) 
(Schepens et al., 2007) 
 











Sous rapamycine*  
x 
Compétition avec TIAR 
(Kakegawa et al., 2007) 
(Mazan-Mamczarz and Gartenhaus, 2007) 












Tige boucle IV -5’NTR 
IRES - 5’NTR 
IRES - 5’NTR 
IRES - 5’NTR 

















Traduction IRES dépendante  
Traduction IRES dépendante- association avec PTB 
Traduction IRES dépendante- association avec PTB 
Traduction IRES dépendante 
x 
Traduction in vitro RRL 
Recrutement via interaction avec hnRNPA2 lié à A2RE 
Traduction cap, IRES dépendante- Diminution du 
recrutement de sous unité 60S* 
(Silvera et al., 1999) 
(Evans et al., 2003) 
(Bonnal et al., 2003a; Mokrejs et al., 2006) 
(Pickering et al., 2003) 
(Graff et al., 1998) 
(Perrotti et al., 2002) 
(Collier et al., 1998) 
(Kosturko et al., 2006) 












IRES - 5’NTR 
IRES - 5’NTR 
IRES - 5’NTR 
 
IRES - 5’NTR 
 
3’NTR 









Traduction IRES dépendante 
Traduction IRES dépendante- interaction avec unr * 
Traduction IRES dépendante- compétition avec C1/C2 
pendant mitose 
Traduction IRES dépendante-association avec 
hnRNPE1 
Sous hypoxie mimée par CoCl(2) 
X 
(Bonnal et al., 2003a; Mokrejs et al., 2006) 
(Mitchell et al., 2003) 
(Schepens et al., 2007) 
 
(Pickering et al., 2003) 
 
(Galban et al., 2008) 










IRES – 5’NTR 
DICE – 3’NTR 
 
(CU) – 3’NTR 









Traduction in vitro RRL 
Traduction IRES dépendante 
Traduction cap, IRES dépendante- Diminution du 
recrutement de sous unité 60S* 
Analyse distribution polysomique 
Antagonise les protéines Hu 
Sous insuline 
(Collier et al., 1998) 
(Evans et al., 2003; Notari et al., 2006) 
(Habelhah et al., 2001; Ostareck et al., 2001; Ostareck et 
al., 1997) 
(Feliers et al., 2007; Sataranatarajan et al., 2008) 
(Yano et al., 2005) 
(Ostrowski et al., 2004) 
L VHC IRES + Traduction IRES dépendante (Hahm et al., 1998) 
Q AANAT IRES-5’NTR + Traduction IRES dépendante (Kim et al., 2007) 
Glorund Nanos TCE - Pendant oogenèse (Kim et al., 2007) 
Hrp48 Oskar 5’-3’NTR - X (Yano et al., 2004) 
NSAP1 Bip HCV 
IRES 
Région A riche 
+ 
+ 
Traduction IRES dépendante sous stress thermique 
Traduction IRES dépendante 
(Cho et al., 2007c) 





SXL Msl2 5’-3’NTR - Blocage du scanning et du recrutement de 43S* (Beckmann et al., 2005; Gebauer et al., 2003) 
 
SRp20 HPV - + Traduction IRES dépendante- interaction avec PCBP2* (Bedard et al., 2007) 
SR
 
SRp30 Vecteur 5’NTR/ 3’NTR + Régulation de la liaison eIF4E-eIF4G par 4E-BP* (Michlewski et al., 2008; Sanford et al., 2004) 
 





Analyse distribution polysomique 
X 
(Antic et al., 1999) 
(Jain et al., 1997) 























ARE - 3’NTR 














Traduction IRES dépendante 
Traduction cap (arrêt du scanning) - IRES (pas de 
complexe traductionnel) dépendantes* 
Sous hypoxie mimée par CoCl(2) 
Synergie avec TIA1 
x 
Compétition avec CUGBP2 
x 
Analyse distribution polysomique  
Coopère avec TIA1 en condition de stress 
x 
Analyse distribution polysomique 
(Kullmann et al., 2002) 
(Meng et al., 2005) 
 
(Galban et al., 2008) 
(Katsanou et al., 2005) 
(Mazan-Mamczarz et al., 2003) 
(Sureban et al., 2007) 
(Leandersson et al., 2006) 
(Gantt et al., 2006) 
(Kawai et al., 2006) 
(Colegrove-Otero et al., 2005) 






ARE  – 3’NTR 
U riche – 3’NTR 
ARE  – 3’NTR 







Analyse distribution polysomique 
Coopère avec HuR en condition de stress 
(Gueydan et al., 1999; Piecyk et al., 2000) 
(Lopez de Silanes et al., 2005) 
(Dixon et al., 2003) 
(Kawai et al., 2006) 
TIAR EIF, c-myc Myc 




En réponse aux UVC 
Compétition avec AUF1 
(Mazan-Mamczarz et al., 2006) 
(Liao et al., 2007) 
CUGBP1 C/EBPβ 5’NTR  
 Choix du codon d’initiation - Analyse distribution 
polysomique 
(Timchenko et al., 1999) 
 
CUGBP2 COX2  
ARE – 3’NTR 
 
- Compétition avec HuR- Analyse distribution 
polysomique 







Bruno Oskar BRE – 3’NTR - Recrute cup (protéine de liaison à eiF4E)* (Chekulaeva et al., 2006) 
 
 
RBM4 Vecteur IRES – 5’NTR - cap/ + IRES Traduction cap-IRES(interaction avec 4A) dépendante* (Lin et al., 2007) 





IRES – 5’NTR 





Traduction IRES dépendante 
Traduction IRES dépendante 
Rôle controversé* 
(Holcik and Korneluk, 2000; Kim et al., 2001) 
(Bonnal et al., 2003a) 
(Cardinali et al., 2003) (Schwartz et al., 2004) 
CIRP  - - Recrutement dans SG sous stress (De Leeuw et al., 2007) 
Unr HRV, Apaf1 Unr 
IRES – 5’NTR 
IRES – 5’NTR 
+ 
- 
Traduction IRES dépendante  
Traduction IRES dépendante- compétition avec C1/C2 
(Bonnal et al., 2003a; Mokrejs et al., 2006) 
(Schepens et al., 2007) 
IRP Ferritine IRE – 5’NTR - Empêche le recrutement du complexe 43S* (Gray and Hentze, 1994; Muckenthaler et al., 1998) 
CPEB Cyclin B1 CPE – 3’NTR - Recrute Maskin (protéine de liaison à eiF4E)* (Mendez and Richter, 2001) 
GAIT Ceruloplasmine 3’NTR - Empêche l’interaction eiF4G-eIF3 * (Sampath et al., 2004) 
ZBP1 β-actine  - x (Huttelmaier et al., 2005) 
Pumilio Hunchback NRE– 3’NTR - Recrute 4EHP* (Cho et al., 2006) 





Bicoid Caudal BBE– 3’NTR - Recrute 4EHP * (Cho et al., 2005) 
 
 + signifie un effet activateur de la traduction. - : signifie un effet inhibiteur de la traduction. X : signifie que ce n’est pas déterminé. * : sont des mécanismes détaillés dans le texte. r-protéine : protéine 
ribosomique ; 4A: eIF4A; Glorund : homologue hnRNP F/H ; Hrp48 : homologue hnRNP A/B ; NSAP1 : homologue hnRNP R ; cap : coiffe. Pour la signification des autres abréviations se référer au 
chapitre abréviations et au texte. 
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II-2- La régulation globale de l’initiation de la traduction par les mRBPs 
 
La régulation globale de l’initiation de la traduction fait en général intervenir (i) des 
perturbations d’expression des facteurs d’initiation de la traduction, (ii) des changements 
d’état de phosphorylation de certains facteurs d’initiation de la traduction, tels que eIF4E, 
eIF2, eIF2B, eIF4G ou eIF4B, (iii) des clivages de certains facteurs d’initiation, tels que 
eIF4A, eIF4G ou PABP, (iv) des changements de biodisponibilité de eIF4E (pour revue 
(Dever, 2002; Gingras et al., 1999; Holcik and Sonenberg, 2005; Kozak, 1999)). Cette 
inhibition globale de la traduction constitue une réponse cellulaire à différents stress tels que 
des infections virales, des chocs thermiques, des irradiations aux UVs…Certaines protéines 
de liaison aux ARNms induisent une régulation globale de la traduction (Tableau 2). 
 
II-2-1- La perturbation de l’expression des facteurs de l’initiation de la traduction 
par les mRBPs 
 
II-2-1-1- La régulation de la traduction de certains eIFs  
 
Suite à une irradiation aux UVC, TIAR entraîne une inhibition globale de la 
traduction, en réprimant spécifiquement la traduction des facteurs eIF4A, eIF4E, eEF1B (qui 
est un facteur d’élongation de la traduction) et c-myc (qui contrôle la transcription de 
plusieurs régulateurs de la traduction). La perte d’expression de TIAR, par des expériences 
d’interférence à l’ARN, empêche l’inhibition globale de la traduction induite par les UVC 
montrant l’implication de ce facteur dans ce processus (Tableau 2 ; (Mazan-Mamczarz et al., 
2006)). 
 
II-2-1-2- La régulation de la traduction des ARNms TOP  
 
Les ARNms TOP (« Terminal Oligopyrimidine Tract ») sont caractérisés par 
leur région 5’NTR qui (i) est courte (40 nucléotides en moyenne), (ii) est peu susceptible de 
former des structures secondaires stables, (iii) est dépourvue de codons AUGs en amont de 
l’ORF, (iv) contient une séquence de 4 à 13 pyrimidines. La conservation de ce motif chez 
tous les vertébrés suggère son implication dans des régulations traductionnelles. Ce motif a 
d’abord été identifié dans des ARNms codant pour des protéines ribosomiques et constitue un 
élément en cis impliqué dans la régulation de la traduction de ces ARNms. Cette séquence 
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permet la coordination de l’expression des protéines ribosomiques dans des conditions d’arrêt 
du cycle cellulaire ou de carences en nutriments (Hamilton et al., 2006). Les séquences TOP 
ont également été retrouvées sur des messagers codant pour des facteurs d’élongation de la 
traduction tels que eEF1A et eEF2, la protéine ribosomique mitochondriale P40, la protéine 
hnRNP A1 et la PABP (Baker and Board, 1991; Bohm et al., 1994; Camacho-Vanegas et al., 
1997; Hornstein et al., 1999; Terada et al., 1994). 
Le motif 5’-TOP est reconnu par des facteurs en trans spécifiques, tels que les 
mRBPs, impliqués dans la régulation de la traduction des ARNms TOP (Tableau 2). Le 
mécanisme de régulation de la traduction de ces messagers est encore mal connu. La première 
mRBP caractérisée pour son rôle dans la régulation de la traduction des TOP ARNms chez 
l’homme et chez le xénope, est l’autoantigène La (Crosio et al., 2000; Pellizzoni et al., 1998). 
Cependant, son rôle est aujourd’hui controversé. En effet, certaines études tendent à montrer 
qu’elle active la traduction des TOP ARNms puisqu’elle s’associe spécifiquement avec des 
ARNms TOP dans des fractions polysomiques (Cardinali et al., 2003). Par contre, une autre 
étude de la distribution polysomique de La et de l’ARNm codant pour la protéine ribosomique 
rpL37 semble suggérer un rôle répresseur de cette protéine (Schwartz et al., 2004). Par 
conséquent, La interagit avec les ARNms TOP, régule leur traduction, mais son rôle précis 
reste à déterminer. Une autre mRBP a été identifiée dans la régulation des ARNms TOP. Il 
s’agit de AUF1dont l’interaction aux motifs TOP induit une inhibition de la traduction de ces 
ARNms en réponse à un traitement à la rapamycine (Kakegawa et al., 2007). 
 
II-2-2- La phosphorylation de eIF2  associée à l’action des protéines TIA 
 
En réponse à certains stress environnementaux (thermique, oxydatif, hyperosmolaire), 
la sous unité α d’eIF2 est phosphorylée par différentes kinases (PKR, PERK/PEK, GCN2 ou 
HRI) (Anderson and Kedersha, 2002). Cette phosphorylation induit une augmentation de 
l’affinité de eIF2 pour eIF2B d’environ 100 fois, ce qui a pour conséquence une séquestration 
du facteur eIF2B, une inhibition de la formation du complexe ternaire eIF2-GTP-tARNmet et 
donc, une perturbation globale de l’initiation de la traduction (Sudhakar et al., 2000). Comme 
eIF2B est présent en quantité limitante dans la cellule, une faible augmentation de la 
phosphorylation de eIF2α suffit à d’importants effets sur la synthèse protéique (Hershey, 
1991).  La phosphorylation de la sous unité α d’eIF2 s’accompagne d’une accumulation 
cytoplasmique de TIA-1 et TIAR (Kedersha et al., 1999). Ces deux mRBPs induisent alors la 
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formation d’un complexe de pré-initiation déficient en eIF2/eIF5 qui n’est pas capable 
d’initier la traduction. TIA-1 va s’agréger avec l’ARNm et entraîner l’accumulation de ces 
complexes dans des « foci » cytoplasmiques appelés SGs (« Stress Granules »). Dès qu’un 
complexe ternaire contenant eIF5-eIF2 est recrée, il déplace la liaison de TIA et le transcrit 
peut de nouveau être traduit. Ainsi, TIA-1/TIAR et eIF2-GTP-tARNmet semblent agir en tant 
qu’antagonistes régulant l’équilibre entre les SGs et les polysomes. Il reste à déterminer si 






























II-3- La régulation spécifique de l’initiation de la traduction par les mRBPs  
 
La liaison spécifique des mRBPs à leurs ARNms cibles, induit une régulation des différentes 
étapes de la traduction. Il peut s’agir aussi bien de mRBPs se liant à la région 5’NTR, que de 
mRBPs s’associant à la région 3’NTR (Tableau 2). Pour ces dernières, leur action est induite 
par la circularisation de l’ARNm au cours de l’initiation de la traduction qui crée un 
rapprochement physique à la machinerie protéique traductionnelle. 
 
II-3-1- La régulation de la traduction dépendante de l’IRES par les mRBPs 
 
II-3-1-1- Définition et caractéristique d’un IRES 
 
Le modèle d’initiation de la traduction dépendante de la coiffe proposé par M. 
Kozak et décrit au § II-1, selon lequel le ribosome est recruté au niveau de la coiffe, puis 
balaye la région 5’NTR jusqu’à la reconnaissance du codon d’initiation, a rencontré une 
exception en 1988 avec l’étude des mécanismes d’initiation de la traduction chez des 
messagers picornaviraux (Jang et al., 1988; Pelletier and Sonenberg, 1988). En effet, ces 
messagers présentent des caractéristiques incompatibles avec ce modèle : 
- ces ARNs ne possèdent pas de coiffe à leur extrémité 5’. 
- L’addition d’une coiffe au messager viral EMCV n’augmente pas son 
efficacité de traduction (Oudshoorn et al., 1990). 
- La région 5’NTR de ces ARNms est très longue (de 600 à 1200 nucléotides), 
très structurée (grand nombre de résidus GC) et comporte plusieurs codons 
potentiellement initiateurs, ainsi que des petits cadres de lecture en amont de 
l’ORF principale. 
 
Malgré ces caractéristiques, ces ARNs sont traduits efficacement. En effet, la 
synthèse protéique est initiée via un mécanisme indépendant de l’association du ribosome au 
niveau de la coiffe. Dans ce mécanisme, le complexe de pré-initiation se forme sur un site 
interne de l’ARNm, appelé site d’entrée interne des ribosomes ou IRES (« Internal Ribosome 
Entry Site »).  
Les IRES ont tout d’abord été découverts sur des messagers viraux, puis cette 
notion s’est étendue à des messagers cellulaires coiffés mais présentant des régions 5’NTR 
particulièrement longues et structurées. Ils codent pour des facteurs de croissance, des 
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facteurs de transcription, des proto-oncogènes, des facteurs de réponse au stress, des protéines 
neuronales ou encore des kinases (Bonnal et al., 2003a; Mokrejs et al., 2006; Vagner et al., 
2001). Il est intéressant de noter que tous ces messagers codent pour des facteurs présents à 
faibles concentrations dans les cellules et ayant des fonctions biologiques très diverses.  
Les IRES se sont avérés être des points de régulation de la traduction de 
certains messagers dans des conditions physiologiques où le recrutement du ribosome par la 
coiffe est inhibé. C’est notamment le cas au cours de l’infection virale. Par exemple, suite à 
une infection de cellules par le poliovirus la traduction dépendante de la coiffe est fortement 
diminuée par inactivation du complexe eIF4F, alors que les messagers du picornavirus 
continuent d’être traduits par un mécanisme dépendant de l’IRES (Etchison et al., 1982). Par 
ce biais, les virus tirent profit de la machinerie traductionnelle de la cellule hôte afin de 
promouvoir leur propre expansion. De plus, au cours de l’apoptose, plusieurs mécanismes 
induisent une inhibition de la traduction dépendante de la coiffe comme, par exemple, le 
clivage du facteur eIF4G par la caspase 3 (Clemens et al., 2000). Alors que la traduction 
globale est inhibée, certains ARNms impliqués dans les processus apoptotiques sont toujours 
traduits par un mécanisme dépendant de l’IRES, tels que c-myc (Stoneley et al., 2000a) , 
XIAP (« X-linked inhibitor of apoptosis ») (Holcik et al., 2003) ou apaf-1 (« apoptosis 
protease-activating factor-1») (Coldwell et al., 2000). D’autre part, au cours du cycle 
cellulaire, une inhibition globale de la traduction pendant la mitose a été mise en évidence 
(Pyronnet et al., 2001). Or, au cours de la phase G2/M, des messagers cellulaires ont été 
identifiés comme étant traduits par un mécanisme dépendant de l’IRES, comme par exemple 
c-myc ou ODC (« Ornithine decarboxylase ») (Kim et al., 2003; Pyronnet et al., 2000). 
Finalement, dans des conditions de stress tels qu’un choc thermique, choc hypoxique ou un 
stress génotoxique, pendant lesquels la traduction dépendante de la coiffe est inhibée, les 
ARNms de Bip, HIF-1α ou de c-myc sont respectivement traduits par un mécanisme 
dépendant de l’IRES (Cho et al., 2007c; Coldwell et al., 2001; Galban et al., 2008; Lang et al., 










II-3-1-2- Mise en évidence d’un IRES 
 
(i) Utilisation de constructions bicistroniques 
Des ARNms bicistroniques artificiels contenant deux phases ouvertes de 
lecture, ou cistrons, ont été utilisés pour tester et analyser l’initiation dépendante de l’IRES du 
poliovirus (Pelletier and Sonenberg, 1988). L’utilisation de ces vecteurs bicistroniques a été 
étendue à la mise en évidence des IRES chez tous les picornavirus, les flavivirus, les 
rétrovirus, les virus à ADN et les messagers cellulaires (Bonnal et al., 2003a; Mokrejs et al., 
2006).  
Ces ARNms contiennent deux ORFs successives (ou cistrons) qui codent pour 
des gènes reporteurs dont on peut doser l’activité enzymatique (en général « Luciferase 
Renilla », « Luciferase Firefly », β-galactosidase ou chloramphenicol acetyltransferase) 
(Figure 7). L’initiation de la traduction du premier cadre de lecture se fait par un mécanisme 
de traduction dépendant de la coiffe, alors que l’initiation du second cadre de lecture ne 
pourra se faire que si un IRES est présent dans l’espace inter-cistronique. Suite à des 
transfections de ces vecteurs dans des cellules, les lysats cellulaires sont récupérés et les 
activités enzymatiques des protéines 1 et 2, synthétisées à partir des deux ORFs, sont 
mesurées. Le rapport de l’activité enzymatique de la protéine 2 sur celui de la protéine 1 
représente le taux de traduction issu du recrutement interne du ribosome, ou l’activité IRES 










Figure 7 : Modèle d’ARNm bicistronique. 
ARNm contenant deux ORFs permettant la traduction de deux protéines indépendantes. La 
traduction de la première ORF est dépendante de la coiffe alors que celle de la deuxième ORF 


















(ii) Contrôles des évènements cryptiques 
L’utilisation des constructions biscistroniques peut engendrer des biais dans la 
mise en évidence d’un IRES au sein d’une séquence. En effet, la région 5’NTR dont on veut 
étudier l’activité IRES peut contenir un promoteur cryptique qui peut générer un ARNm 
monocistronique supplémentaire, codant uniquement pour le second cistron. L’expression des 
deux formes d’ARNm va fondamentalement modifier le rapport des activités enzymatiques 
des deux protéines qui ne représentera plus seulement l’activité IRES de l’espace 
intercistronique, mais également l’activité enzymatique du produit de l’ARNm 
monocistronique. De plus, les vecteurs d’expression contiennent des introns visant à favoriser 
leur export, leur stabilité et leur expression (Le Hir et al., 2003; Nott et al., 2004). L’existence 
de séquences introniques dans la région 5’ des ARNms bicistroniques peut engendrer un 
épissage aberrant du premier cistron, dans le cas où la région intercistronique contiendrait un 
site accepteur d’épissage. Cet épissage cryptique peut générer, là aussi, une forme 
monocistronique additionnelle contaminant les résultats et l’interprétation de l’activité IRES.  
Des expériences de « Northern Blot » ou de protection aux Rnase ont d’abord 
été initiées afin de révéler la présence de ces ARNms monocistroniques et d’éliminer la 
possibilité d’une activité enzymatique alternative. Or, l’utilisation des ces techniques a 
rapidement constitué un problème puisque leur seuil de sensibilité n’est pas assez élevé pour 
détecter de faibles quantités d’ARNm dont l’activité enzymatique est par contre détectée par 
des essais qui, eux, sont très sensibles tels que les tests luciférases (Hellen and Sarnow, 2001). 
Ceci a conduit M. Kozak à remettre en question l’existence des IRES cellulaires du fait de la 
validité des tests utilisés pour les mettre en évidence (Kozak, 2001; Kozak, 2005). Ainsi, de 
nombreux tests permettant de contrôler l’existence de ces ARNms monocistroniques sont 
aujourd’hui effectués afin de déterminer l’existence d’un IRES. Il s’agit par exemple d’utiliser 
des constructions bicistroniques sans promoteur, des siARNs éteignant l’expression de chaque 
cistron, des RT-PCRs qui permettent de détecter les ARNms avec grande sensibilité, des 
transfections d’ARNms bicistroniques transcrits in vitro. L’ensemble de ces techniques a, par 
exemple, été utilisé pour  confirmer la présence d’un IRES et déterminer l’absence 
d’événement cryptique dans la région 5’NTR de p27 (Jiang et al., 2007), d’HIF-1α, VEGF, c-
myc et XIAP (Bert et al., 2006). Ces techniques ont également permis de montrer la présence 
d’un promoteur cryptique dans la région 5’NTR de pim-1 et de eIF4G, associée à l’absence 





(iii) Analyse des éléments en cis et de la structure 
Plusieurs études ont tenté de déterminer des éléments en cis et/ou structuraux, 
caractéristiques des IRES qui pourraient être utilisés comme des moyens de prédiction.  
En ce qui concerne les IRES virales, la comparaison des IRES picornaviraux 
ne montre pas de conservation dans la séquence primaire à l’exception d’un tract de 
pyrimidine (Jang et al., 1990) et de multiples structures en tige boucle impliquées dans le 
recrutement de la sous-unité 40S (Hellen and Sarnow, 2001). Les IRES caractérisés dans les 
génomes viraux ont une structure secondaire très complexe et cette structure est conservée 
dans les espèces de même sous type (Beales et al., 2003). Ainsi, des analyses phylogénétiques 
et de mutagenèse ont permis d’identifier une structure en pseudo-nœud comme étant 
essentielle à la fonction de l’IRES de Cricket Paralysis Virus (CrPV) (Kanamori and 
Nakashima, 2001). Des analyses de mutagenèse ont permis d’identifier des domaines 
structuraux nécessaires à la fonction de l’IRES ainsi que de courts motifs nucléiques dans des 
boucles et des « bulges » (Martinez-Salas et al., 2001).  
En ce qui concerne les IRES cellulaires, il ne semble pas y avoir de similitudes 
de séquence, ni de conservation de structure secondaire. Notamment, Baird et col. ont mis en 
évidence que la taille, le nombre de codon d’initiation, le % en GC des IRES connus, ont une 
distribution similaire à celle présente dans le transcriptome humain et ne constituent donc pas 
des caractéristiques permettant de déterminer la présence d’un IRES (Baird et al., 2006). De 
plus, la structure secondaire de plusieurs IRES a été déterminée empiriquement, telles que 
celle de c-myc, L-myc, apaf-1, FGF-2, Bag-1 et XIAP (Baird et al., 2007; Bonnal et al., 
2003b; Jopling et al., 2004; Le Quesne et al., 2001; Mitchell et al., 2003; Pickering et al., 
2004). Aucune similitude de structure n’a été trouvée.  
 
II-3-1-3- Facteurs d’initiation de la traduction dépendante de l’IRES 
 
A l’exception des IRES de CrPV et du virus de l’hépatite C (VHC), qui 
interagissent directement avec la sous-unité 40S du ribosome (Pisarev et al., 2005), le 
recrutement du ribosome au niveau d’un IRES nécessite l’intervention de divers facteurs 
agissant en trans.  
Notamment, des études sur les IRES des picornavirus ont montré la nécessité 
de facteurs d’initiation canoniques de la traduction pour le recrutement du ribosome. En effet, 
des essais reconstitués de liaison de la particule ribosomique 40S ont démontré l’implication 
fonctionnelle des facteurs eIF4G et eIF4A dans l’activité des IRES picornaviraux (Lomakin et 
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al., 2000; Pestova et al., 1996) mais aussi de la sous unité γ de eIF2 dans le cas du virus HCV 
(Kruger et al., 2000) et de la protéine eIF4G dans le cas du virus VHA (Borman and Kean, 
1997).  
Outre ces facteurs d’initiation de la traduction canonique, la traduction de 
certains IRES est régulée par d’autres facteurs cellulaires, appelés ITAFs pour « IRES Trans 
Acting Factors ». Cette notion est née de plusieurs observations. (i) Certains IRES de 
messagers d’entérovirus et de rhinovirus nécessitent pour fonctionner l’addition d’extraits de 
cellules HeLa dans des extraits de traduction in vitro tel que le lysat de réticulocyte de lapin 
(Belsham and Sonenberg, 1996; Brown and Ehrenfeld, 1979; Jia et al., 1991; Shih et al., 
1978). (ii) Les IRES cellulaires sont relativement inactifs dans des systèmes in vitro 
reconstitués, mais peuvent être stimulés par l’addition de protéines exogènes (Coldwell et al., 
2001; Coldwell et al., 2000). (iii) Les IRES cellulaires présentent des activités variables en 
fonction des types cellulaires suggérant ainsi que les effets traductionnels impliquent 
différentes protéines cellulaires présentes différemment dans les cellules (Coldwell et al., 
2000; Creancier et al., 2000; De Pietri Tonelli et al., 2003; Dormoy-Raclet et al., 2005; 
Stoneley et al., 2000b). Ainsi, il a été mis en évidence que certaines mRBPs constituent des 
ITAFs pour des IRES cellulaires ou virales (Tableau 2). En effet, des analyses d’interaction 
ARN-protéine par gel retard, couplage covalent aux UVs, rétention sur filtre, ont montré une 
interaction directe entre l’IRES et les mRBPs. D’autre part, des essais fonctionnels de 
traduction in vitro, ou de transfections d’ARNms bicistroniques associées à des extinctions 
d’expression de mRBPs ont permis de mettre en évidence le rôle de ces protéines dans la 
régulation de la traduction dépendante de l’IRES pour certains messagers (Tableau 2). Ce rôle 
est dans certains cas activateur comme par exemple hnRNP A1 qui induit la traduction de 
FGF-2 ou La qui contrôle la traduction de XIAP (Bonnal et al., 2005; Holcik and Korneluk, 
2000; Kim et al., 2001). Dans d’autres cas, les mRBPs répriment la traduction IRES 
dépendante de leurs ARNms cibles telles que hnRNP I sur l’IRES d’unr, ou bien encore HuD 
sur l’IRES de p27  (Kullmann et al., 2002; Schepens et al., 2007) (Tableau 2). Il est important 
de noter qu’une mRBP peut réguler plusieurs IRES, telle que hnRNP C1/C2 qui régule la 
traduction IRES dépendante de PDGF, XIAP, unr et c-myc (Holcik et al., 2003; Kim et al., 
2003; Schepens et al., 2007). Nous retrouvons ici la notion de coordination de l’expression 
des gènes, puisqu’il apparaît que les ITAFs régulent de manière coordonnée la traduction 
d’ARNms, dans des conditions de stress cellulaires tels que l’apoptose ou l’infection virale 
(Tableau 2). D’autre part, un seul IRES peut être régulé par plusieurs mRBPs, comme par 
exemple l’IRES d’apaf-1 qui est régulé à la fois par hnRNP I et unr (Mitchell et al., 2003), ou 
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bien encore Bag-1 qui est régulé par hnRNP E1/E2 et hnRNP I (Pickering et al., 2003). Ces 
ITAFs peuvent entrer en compétition pour la régulation de la traduction dépendante de 
l’IRES, tels que hnRNP C1/C2 avec PTB et unr pour la régulation de l’IRES de l’ARNm unr 
pendant la mitose (Schepens et al., 2007). Par contre, certains ITAFs coopèrent pour la 
régulation de la traduction dépendante de l’IRES, tels que hnRNP I et unr pour le contrôle de 
l’IRES de l’ARNm d’apaf-1 (Mitchell et al., 2003) ou SRp20 et hnRNP E2 (Bedard et al., 
2007). 
 
II-3-1-4- Mécanisme d’action des mRBPs sur la traduction IRES dépendante 
 
Par analogie avec le mécanisme d’action de recrutement de la sous unité 
ribosomique 40S au niveau de la coiffe d’un ARNm qui met en jeu de multiples interactions 
protéine-protéine entre les facteurs d’initiation de la traduction, il est supposé que les mRBPs 
créent également un réseau d’interaction visant à recruter la sous unité 40S au niveau de 
l’IRES. Par exemple, la protéine RBM4, en se liant à l’IRES d’ARNms, favorise le 
recrutement du facteur d’initiation eIF4A au niveau de l’IRES, ainsi que la mise en place de 
la machinerie protéique d’initiation de la traduction (Lin et al., 2007).   
L’étude de l’IRES de EMCV a révélé que l’interaction des facteurs d’initiation 
eIF4G et eIF4A permet l’acquisition d’une structure qui pourrait favoriser la fixation de la 
sous unité ribosomique 40S (Kolupaeva et al., 2003). Par analogie à cette étude, il a été 
proposé que les mRBPs puissent agir telles des chaperonnes pour créer une structure de 
l’ARNm favorisant l’interaction avec la sous unité ribosomique 40S. Deux études permettent 
de corroborer cette hypothèse. Notamment, l’étude de la structure de l’IRES d’apaf-1 liant ses 
ITAFs, PTB et unr, montre une restructuration de l’IRES permettant de créer une région 
simple brin qui constitue une plate-forme non structurée facilitant l’accès de la sous unité 
ribosomique 40S (Mitchell et al., 2003) (Figure 8 (a)). Dans le cas de l’IRES de Bag-1, les 
deux protéines hnRNP E1 et PTB agissent de concert pour stimuler l’activité IRES in vitro et 
in vivo (Pickering et al., 2003). Une analyse structurale a permis de montrer que la liaison de 
hnRNP E1 sur l’IRES contribue à ouvrir une structure facilitant la liaison de PTB, qui est 
essentielle pour l’activité IRES. La liaison de ces deux protéines crée une région simple brin 























Figure 8 : Activité chaperonne des mRBPs régulatrices de la traduction IRES dépendante. 
Les IRES d’Apaf-1 (a) et de Bag-1 (b) présentent des structures secondaires complexes. En 
présence d’unr (a) ou de hnRNP E1 (ou PCBP1) (b) les structures sont altérées et certaines 
boucles sont ouvertes. Ceci favorise la liaison de nPTB (a) ou de PTB (b). Les IRES d’Apaf-1 et 
Bag-1 atteignent ainsi une conformation structurale favorisant le recrutement du ribosome sur 





En ce qui concerne les mRBPs ayant un rôle inhibiteur de la traduction IRES 
dépendante, leur mécanisme d’action est mal connu. Seule l’étude concernant la régulation de 
la traduction IRES dépendante de l’IGFR par HuR envisage que la liaison de HuR sur l’IRES 
de l’IGFR bloque l’association du complexe de pré-initiation 43S dans un état inactif (Meng 











II-3-2- La régulation de la formation du complexe eIF4F par les mRBPs 
 
II-3-2-1- La régulation du recrutement de eIF4E 
 
Certaines mRBPs empêchent l’association de eIF4E avec la coiffe par 
recrutement d’une protéine régulatrice au niveau de la coiffe qui bloque son accès (Tableau 
2). C’est notamment le cas pour la mRBP bicoid qui lie le site BBE (« Bicoid binding 
element ») de la région 3’NTR de l’ARNm de caudal, ainsi que pour le complexe 
Pumilio/Nanos/Brain tumor (Pum/Nos/Brat) qui lie le site NRE (« Nos responsive element ») 
de la région 3’NTR de l’ARNm hunchback, afin de favoriser le recrutement de la protéine 
4EHP (« 4E homologous protein ») au niveau de la coiffe (Cho et al., 2006) ;(Cho et al., 
2005)(Figure 9).  4EHP inhibe la traduction de ces ARNms puisqu’elle bloque l’accès de la 
coiffe à la protéine eIF4E et qu’elle n’est pas capable d’interagir avec eIF4G, ne possédant 
pas de site d’interaction avec cette protéine (Figure 9). 4EHP, seule, présente une faible 
affinité pour la coiffe et ne peut pas inhiber la traduction, c’est pourquoi, son recrutement et 
son action nécessite l’intervention de mRBPs (Zuberek et al., 2007) (Figure 9).  
Ce mécanisme de régulation de la traduction s’observe principalement au cours 
du développement précoce chez la drosophile. Plus particulièrement, au cours de l’oogenèse 
et de l’embryogenèse, le couplage entre le contrôle traductionnel et la localisation des 
messagers permet une expression des protéines en fonction du temps et de l’espace, 
conduisant à la définition des pôles antérieur et postérieur de l’animal (Macdonald and 
Smibert, 1996; Vardy and Orr-Weaver, 2007). Notamment, l’inhibition de la traduction de 
l’ARNm caudal au niveau des pôles antérieurs d’embryons de drosophiles, ainsi que de 
l’ARNm maternel hunchback au niveau des pôles postérieurs, contribue à créer des gradients 




















Figure 9 : Régulation par blocage de l’accès à la coiffe. 
Pour l’ARNm Caudal, la mRBP bicoid se fixe sur son site de liaison BBE («Bicoid binding 
element ») et permet le recrutement de 4EHP (« 4E homologous protein »). Pour l’ARNm 
Hunchback, le complexe de mRBPs Pum/Nos/Brat se fixe sur son site de liaison NRE 
(« Nos responsive element ») et permet le recrutement de 4EHP. 4EHP empêche eIF4E 
d’accéder à la coiffe et inhibe la formation du complexe eIF4F car n’est pas capable 




II-3-2-2- La régulation de l’interaction eIF4E-eIF4G 
  
L’interaction eIF4E-eIF4G est régulée par des protéines appelées 4E-BPs 
(« 4E-binding proteins »), qui lient eIF4E au niveau de la région reconnue par eIF4G, 
empêchant ainsi la formation du complexe eIF4F. Certaines mRBPs liées à la région 3’NTR 
vont réguler la liaison des 4E-BPs avec eIF4E, et par conséquent réguler la traduction 
(Tableau 2). 
Chez la drosophile, la protéine Bruno se fixe sur le site BRE (« Bruno 
responsive element ») de la région 3’NTR de l’ARNm oskar et permet l’interaction de la 
protéine 4E-BP cup avec eIF4E, résultant en une inhibition de la traduction (Nakamura et al., 
2004) (Figure 10). Cup induit également la répression de la traduction de l’ARNm nanos. 
Dans ce cas, c’est la protéine smaug liant le site TCE (« Translation control element ») de la 
région 3’NTR de l’ARNm nanos qui permet le recrutement de cup (Nelson et al., 2004) 
(Figure 10). La répression de la traduction des ARNms oskar et nanos par la protéine cup se 
déroule au cours du transport de ces ARNms jusqu’à leur localisation au niveau du pôle 
postérieur des oocytes et des embryons de drosophile (Wilhelm et al., 2003; Zappavigna et al., 
2004). Une fois localisé au niveau des axes postérieurs, la traduction de nanos n’est plus 










extérieurs. Des expériences de double-hybride chez la levure et de « GST pull-down » ont 
permis de mettre en évidence une interaction de la protéine oskar avec le domaine de liaison 
aux ARNms de la protéine smaug (Dahanukar et al., 1999). Ainsi, oskar empêche la liaison de 
smaug sur le site TCE de nanos et empêche donc l’inhibition de la traduction (Zaessinger et 
al., 2006). 
Chez le xénope, la protéine CPEB (« cytoplasmic polyadenylation element 
binding protein ») lie le site CPE (« cytoplasmic polyadenylation element») de la région 
3’NTR de l’ARNm de la cycline B1 et permet le recrutement de la protéine 4E-BP Maskin 
afin d’inhiber la traduction de l’ARNm Cycline B1 pendant la phase tardive de l’oogenèse 
(Richter, 2007) (Figure 10). Cette répression de la traduction est régulée par deux évènements 
de phosphorylation. Celle de CPEB par la kinase Aurora A, favorise la polyadénylation de 
l’ARNm cycline B1 et permet le recrutement de la PABP qui déplace la liaison entre maskin 
et eIF4E, résultant en une activation de la traduction (Cao and Richter, 2002). D’autre part, la 
phosphorylation de maskin par cdk1 empêche sa liaison à eIF4E et induit donc une activation 
de la traduction (Barnard et al., 2005). Les cycles de phosphorylation-déphosphorylation de 
maskin et CPEB dirigent les cycles de production de la cycline B1 ainsi que les cycles 











Figure 10 : Régulation de l’interaction eIF4G-eIF4E par les 4E-BPs. 
Pour l’ARNm oskar, la mRBP Bruno se fixe sur son site de liaison BRE (« Bruno responsive 
element ») et permet le recrutement de la 4E-BP cup. Pour l’ARNm nanos, la mRBP smaug 
se fixe sur son site de liaison TCE (« Translation control element ») et permet le recrutement 
de la 4E-BP cup. Cup lie eIF4E au niveau du site d’interaction de eIF4G et empêche la 
formation du complexe eiF4F. Pour l’ARNm cycline B1, la mRBP CPEB (« cytoplasmic 
polyadenylation element binding protein ») se fixe sur son site de liaison CPE (« cytoplasmic 
polyadenylation element») et permet le recrutement de la 4E-BP Maskin qui lie eIF4E au 













Chez l’homme, l’interaction entre 4E-BP et eIF4E est régulée par 
phosphorylation. En effet, la forme hyperphosphorylée de 4E-BP présente moins d’affinité 
pour le facteur eIF4E que la forme hypophosphorylée. Cette modification post-traductionnelle 
implique la kinase mTOR (« mamalian Target Of Rapamycin ») qui, en phosphorylant 4E-
BP, rend eIF4E disponible et permet une activation de la traduction (Hay and Sonenberg, 
2004; Lekmine et al., 2003). De plus, mTOR phosphoryle la phosphatase PP2A pour 
empêcher son activité de déphosphorylation de 4E-BP (Peterson et al., 1999). Récemment, il 
a été mis en évidence que la protéine de liaison aux ARNms ASF/SF2, liant la région 3’NTR 
d’ARNms, est capable d’interagir directement avec mTOR et indirectement avec PP2A pour 
permettre leur recrutement sur l’ARNm et induire une activation de la traduction  













Figure 11 : Deux modèles non exclusifs d’activation de l’initiation de la traduction par ASF/SF2. 
(A) Par recrutement de la kinase mTOR, ASF/SF2 facilite la phosphorylation de 4EBP libérant eIF4E et 
permettant une activation de la traduction. (B) ASF/SF2 peut inhiber la fonction de la phosphatase PP2A via une 
interaction indirecte au sein d’un complexe mRNP, entraînant un état hyperphosphorylé de 4E-BP et donc une 
activation de la traduction. Cette figure est issue de (Michlewski et al., 2008) 
 
 
II-3-2-3- La régulation de la stabilité du complexe eIF4F 
 
Du fait de la circularisation de l’ARNm, les mRBPs liant les régions 3’NTR 
peuvent interagir avec les protéines de la machinerie d’initiation de la traduction et engendrer 
une stabilisation du complexe d’initiation de la traduction. C’est notamment le cas pour la 
protéine hnRNP A18 qui, dans des conditions de stress, lie à la région 3’NTR de la 




II-3-3- La régulation du recrutement du complexe de pré-initiation 43S par les 
mRBPs 
 
II-3-3-1- La régulation de l’interaction eIF4G-eIF3 
 
L’interaction entre les protéines eIF4G et eIF3, permettant le recrutement du 
complexe de pré-initiation 43S au niveau de l’extrémité 5’ de l’ARNm, peut être ciblée par 
les mRBPs pour réguler la traduction. C’est notamment le cas lors de la répression de la 
traduction de l’ARNm de la ceruloplasmine, au cours de l’inflammation, qui fait suite à la 
liaison du complexe GAIT (« IFN-γ activated inhibitor of translation ») au niveau de sa région 
3’NTR (Tableau 2). Ce complexe GAIT est composé de quatre protéines : GAPDH, NSAP1, 
GluProRS et la protéine ribosomique L13a (Sampath et al., 2004). L’inhibition de la 
traduction nécessite la circularisation du transcrit de telle sorte à positionner le complexe 
GAIT proche de l’extrémité 5’ de l’ARNm (Mazumder et al., 2001). La protéine L13a se lie à 
la protéine eIF4G, empêchant son interaction avec eIF3 et bloquant le recrutement du 
complexe 43S (Kapasi et al., 2007).  
 
II-3-3-2- La régulation par encombrement stérique 
 
Les protéines régulatrices du fer IRP1 et IRP2 (« Iron regulatory protein 1 » et 
« Iron regulatory protein 2 ») contrôle l’homéostasie du fer, en régulant la traduction des 
ARNms des chaînes lourdes et légères de la ferritine qui codent pour les deux sous unités de 
cette protéine de stockage du fer. Dans des conditions de carence en fer, IRP1 et IRP2 se lient 
à la région 5’NTR des ARNms de la ferritine au niveau d’une tige boucle appelée IRE (« Iron 
Responsive Element »). Cette structure est située à 40 nucléotides de la coiffe et la fixation 
des IRPs induit un blocage du recrutement du complexe 43S au niveau de la région 5’NTR 
des ARNms de la ferritine (Gray and Hentze, 1994; Muckenthaler et al., 1998). Par contre, le 
complexe eIF4F peut toujours s’assembler au niveau des ARNms de la ferritine liés par les 
IRPs (Figure 12). L’effet répresseur de IRP1 et IRP2 n’existe plus quand la structure de l’IRE 
est éloignée de la coiffe. En effet, dans ce cas, il n’y a plus d’encombrement stérique et le 
complexe 43S peut se lier à la région 5’NTR (Goossen et al., 1990; Paraskeva et al., 1999). 
D’autre part, lorsque l’interaction IRE-IRP est remplacée par une interaction impliquant 
d’autres protéines non impliquées dans la traduction eucaryotes, telles que la protéine du 
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« spliceosome » U1A avec sa séquence de liaison à l’ARNm correspondante, la traduction est 
toujours inhibée (Stripecke et al., 1994). Ceci suggère que la régulation de la ferritine par les 
IRPs soit due à un encombrement stérique. 
L’effet répresseur des IRPs disparaît dans des conditions de concentration 
élevée en fer durant lesquelles les IRPs se lient à des groupes [4Fe-4S]. Ceci résulte en une 
perte d’affinité pour les ARNms de la ferritine, induisant par conséquent, une augmentation 











Figure 12 : Régulation de la traduction par encombrement stérique. 
Les protéines IRP1 et IRP2 (« Iron Responsive Proteins ») lient la structure IRE (« Iron Responsive 
Element ») et empêchent, par encombrement stérique, la liaison du complexe de pré-initiation 43S sur les 




Chez la drosophile, la protéine MSL-2 (male-specific lethal 2) est un 
composant critique du complexe de compensation de dosage qui induit l’hypertranscription 
du seul chromosome X chez le male, assurant ainsi des niveaux de transcrits équivalents dans 
les deux sexes. Chez la femelle, la traduction de l’ARNm msl-2 est inhibée par la protéine de 
liaison Sex lethal (SXL) qui est spécifique des femelles et qui empêche la formation du 
complexe de compensation de dosage (Gebauer et al., 1998). La protéine SXL en se fixant à 
la région 3’NTR de l’ARNm msl-2 inhibe le recrutement du complexe de pré-initiation 43S 
(Beckmann et al., 2005). Le mécanisme d’action de SXL sur le recrutement du complexe 43S 
n’est pas réellement connu. Il a été montré que le rôle inhibiteur de SXL est indépendant de la 
structure de la coiffe (Gebauer et al., 2003). D’autre part, ce mécanisme de répression de la 
traduction nécessite que SXL recrute unr sur la région 3’NTR de l’ARNm de msl-2 (Abaza et 
al., 2006; Duncan et al., 2006). Il est supposé que cette multimérisation de mRNP rende 
l’ARNm moins accessible au complexe 43S. Cette répression de la traduction induite par SXL 
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est un processus irréversible et semble exister dans tous les tissus et tout au long de la vie de 
la femelle drosophile.  
 
II-3-4- La régulation de l’étape de balayage de la région 5’NTR par les mRBPs 
 
La protéine SXL lie également des séquences riches en uridine présentes dans l’intron 
de la région 5’NTR de l’ARNm msl-2 pour induire une inhibition de sa traduction (Tableau 
2). Cette inhibition de la traduction de l’ARNm msl-2 par SXL lié à la région 5’NTR, n’est 
pas due à un encombrement stérique puisque la liaison de haute affinité d’une autre mRBP 
n’est pas capable d’induire cette répression (Beckmann et al., 2005). Il a été proposé que SXL 
régule l’étape de balayage de la région 5’NTR par altération des structures secondaires 
présentes dans cette région. De plus, comme SXL établit différentes interactions protéine-
protéine via son domaine de liaison aux ARNms, il a été supposé que sa dimérisation ou le 
recrutement de facteurs additionnels, engendre la formation d’un complexe répresseur qui 
bloque le balayage et inhibe la traduction (Beckmann et al., 2005). 
Un autre exemple de perturbation de l’étape de balayage de la traduction par une 
mRBP est celui de l’inhibition de la traduction dépendante de la coiffe de l’ARNm IGFR 
(« Insulin Like Growth Factor receptor ») par la protéine HuR (Meng et al., 2005) (Tableau 
2). HuR lie une séquence éloignée de la coiffe et proche de l’ORF. Cette liaison n’affecte pas 
le recrutement du complexe de pré-initiation 43S, mais perturbe l’avancement du ribosome 
sur la région 5’NTR. Des expériences de cinétique ont permis de montrer que HuR n’induit 
qu’un retard de cet avancement et qu’après avoir fait une pause, le ribosome est capable de 
déplacer HuR pour poursuivre l’initiation de la traduction. Le balayage actif de la région 
5’NTR interfère continuellement avec la réassociation de HuR avec IGFR (Meng et al., 
2005).  
Certaines mRBPs, de par leur liaison à la région 5’NTR de leurs ARNms cibles, 
peuvent favoriser l’étape de balayage en déstabilisant des structures secondaires qui bloquent 
l’avancement du ribosome. Par exemple, la région 5’NTR de l’ARNm de FMR1 (« Fragile X 
prematuration ») est très structurée. Elle contient de nombreuses répétitions de séquences 
(CGG)n formant des structures en « G-quadruplex », qui inhibent sa traduction (Khateb et al., 
2007). Ceci engendre la perte d’expression de la protéine correspondante dans les syndromes 
X fragile. La protéine hnRNP A2 est capable de déstructurer les « G-quadruplex » de la 
région 5’NTR de l’ARNm de FMR1 et par ce biais permet d’activer sa traduction (Khateb et 




II-3-5- La régulation du recrutement de la sous unité 60S par les mRBPs 
 
La 15 lipoxygénase (15 LOX) est une enzyme qui intervient au moment de la 
maturation des réticulocytes en érythrocytes en catalysant la dégradation des phospholipides 
de la membrane mitochondriale par dioxygénation. La traduction du messager de la 15 LOX 
est réprimée jusqu’aux stades les plus tardifs de l’érytropoïèse et est activée lors de la 
maturation des réticulocytes. Cette régulation nécessite une séquence dans la région 3’NTR 
appelée DICE (« Différenciation Control Element ») (Ostareck-Lederer et al., 1994) sur 
laquelle viennent se fixer les protéines hnRNP E2 et hnRNP K (Ostareck et al., 1997). Des 
analyses de distribution polysomique de ces protéines et de leur ARNm cible ont permis de 
mettre en évidence que hnRNP E1/K inhibe le recrutement de la sous-unité 60S au niveau du 
complexe d’initiation 48S (Ostareck et al., 2001) (Figure 13). La répression de la traduction 
induite par hnRNP E1/K peut se faire sur des ARNms contenant les IRES de EMCV 
(« EncephaloMyocaridtis Virus ») ou de CSFV (« Classical Swine Fever Virus »), indiquant 
que ce mécanisme d’inhibition de la traduction est indépendant de la coiffe (Ostareck et al., 
2001). Comme nous l’avons vu précédemment, ce mécanisme est régulé par des 
phosphorylations de hnRNP K via les kinases c-src qui régule la liaison de hnRNP K au site 












Figure 13 : Régulation du recrutement de la sous unité 60S. 
Le recrutement de hnRNP K et de hnRNP E1 sur le site DICE 
(« Différenciation Control Element ») dans la région 3’NTR de 
l’ARNm 15 LOX empêche le recrutement de la sous unité 60S sur 
le complexe d’initiation 48S fixé sur le codon AUG. Cette figure 





II-3-6- La régulation de la longueur de la queue polyA par les mRBPs 
 
Les protéines de liaison aux ARNms Nos, smaug et CPEB engendrent une inhibition 
de la traduction de leurs ARNms cibles par un mécanisme additionnel de déadénylation. En 
effet, il a été mis en évidence que Nos interagit  avec les différentes sous unités de la 
déadénylase CCR4/NOT pour déadényler l’ARNm de hunchback. De plus, ce 
raccourcissement de la queue polyA de hunchback corrèle avec l’inhibition de sa traduction 
(Wreden et al., 1997). La protéine smaug liée à la région 3’NTR de nanos est également 
capable de recruter le complexe de déadénylation CCR4/NOT pour induire le 
raccourcissement de la queue polyA de nanos et ainsi réprimer sa traduction (Zaessinger et 
al., 2006). De plus, il a été montré que l’inhibition de la traduction de nanos restait élevée 
pour des ARNms contenant une queue polyA non dégradable ou des ARNms ne contenant 
pas de queue polyA. Ceci suggère que ce mécanisme de déadénylation ne soit pas le seul et 
s’additionne à la répression de la traduction de nanos induite par cup (Jeske et al., 2006). 
D’autre part, une surexpression de la protéine oskar au niveau des pôles postérieurs de la 
drosophile empêche la déadénylation de nanos et par conséquent participe à l’annulation de 
l’inhibition de la traduction de nanos correctement localisé (Zaessinger et al., 2006). Chez le 
xénope, CPEB recrute, en plus de la protéine maskin, la déadénylase PARN qui contribue à 
l’inhibition de la traduction par raccourcissement de la queue polyA (Richter, 2007). 
 
II-3-7- La régulation par les mRBPs associées aux miARNs 
 
Les miARNs inhibent la traduction de leurs ARNms cibles en s’hybridant de manière 
imparfaite au niveau de la région 3’NTR. Il a été récemment proposé que les mRBPs, se liant 
à la région 3’NTR, et les miARNs puissent réguler leurs effets respectifs soit en entrant en 
compétition pour leur liaison à la région 3’NTR, soit en s’associant pour favoriser leur liaison 
à la région 3’NTR (George and Tenenbaum, 2006).  
L’effet compétiteur entre une mRBP et un miARN a pu être envisagé à partir d’une 
étude récente montrant que l’inhibition de la traduction induite par miR-122 dans des 
hépatocarcinomes humains, pouvait être reversée dans différentes conditions de stress 
(Bhattacharyya et al., 2006b). Il est apparu que la réactivation de la traduction des ARNms 
cibles de miR-122, nécessite la liaison de HuR au niveau du site ARE de la région 3’NTR 
(Bhattacharyya et al., 2006a). Ainsi, il a été proposé que HuR induit une activation de la 
INTRODUCTION 
 73
traduction d’ARNms contenant des séquences AREs en entrant en compétition avec miR-122. 
Un autre exemple de compétition entre une mRBP et un miARN est celui de Dnd1 (« Dead 
end ») qui empêche la fonction de divers miARNs en bloquant l’accessibilité des ARNms 
cibles  (Kedde and Agami, 2008). 
Les travaux de Vasudevan et col., quant à eux, ont permis de proposer une coopération 
entre le miR-369 et les protéines de liaisons à l’ARNm AGO2 et FXR1 (« Fragie X mental 
retardation-related protein »). Une première étude a permis de montrer que la protéine FXR1 
induit une activation de la traduction de TNF-α lorsqu’elle est recrutée au niveau du site ARE 
de manière dépendante de Ago2 (Vasudevan and Steitz, 2007). Dans une seconde étude, il a 
été mis en évidence que la liaison de FXR1 et Ago2 au niveau de la région 3’NTR de TNF-α 
est dirigée par le miR-369 complémentaire du site ARE (Vasudevan et al., 2007).  
Enfin, une autre hypothèse d’association des miARNs et des mRBPs pour la 
régulation de la traduction est actuellement proposée. En effet, il peut être envisagé que la 
liaison du miARN ou de la mRBP induit une modification conformationnelle de l’ARNm 
permettant de masquer ou de révéler un élément régulateur (George and Tenenbaum, 2006). 
Finalement, une étude récente a mis en évidence le rôle d’une mRBP dans la 
maturation d’un miARN (Guil and Caceres, 2007). Il s’agit de hnRNP A1 qui lie 
spécifiquement le pri-miR-18a, qui est nécessaire à sa maturation en pré-miR-18a ainsi qu’à 



















III- Les mRBPs dans le cancer 
 
 
III-1- La perturbation des différents niveaux de régulation des mRBPs dans les cancers  
 
Dans les cancers, il a été mis en évidence (i) des modifications d’expression des mRBPs, (ii) 
des perturbations de la liaison des mRBPs à l’ARNm, (iii) des localisations subcellulaires 





















Figure 14 : Perturbation des niveaux de régulation des mRBPs dans  les cancers. 
Dans les cancers, (i) l’expression des mRBPs est altérée, (ii) il existe des altérations génétiques, schématisées par   
, qui perturbent la liaison des mRBPs à l’ARNm, (iii) la localisation subcellulaire des mRBPs est modifiée, (iii) 
les mRBPs subissent des modifications post-traductionnelles telles que des phosphorylations, schématisées par     . 

































III-1-1- La perturbation de l’expression des mRBPs dans les cancers 
 
Le profil d’expression des mRBPs est altéré dans les tissus cancéreux en comparaison 
aux tissus normaux (Tableau 3, Figure 14).  
Beaucoup de mRBPs sont surexprimées dans les cancers. Certaines d’entre elles ont 
même été définies comme des marqueurs de stades tumoraux, ou comme des facteurs 
pronostics de certains cancers. Par exemple, la surexpression de hnRNP A2/B1 a été détectée 
dans 56,5% des cancers du sein infiltrants alors qu’elle n’est retrouvée que dans 9% des tissus 
normaux, ce qui a permis de caractériser cette  protéine comme un marqueur des cancers du 
sein (Zhou et al., 2001). HnRNP A2/B1 a également été définie comme un marqueur des 
cancers du poumon (Zhou et al., 1996), du pancréas (Yan-Sanders et al., 2002) et  gastro-
intestinaux (Lee et al., 2005).  Un autre exemple est celui de hnRNP B1 qui constitue un 
facteur pronostic des cellules squameuses des carcinomes de poumon (Wu et al., 2003). En 
effet, des analyses immunohistochimiques ont montré que 71,2% (79/111) des cellules 
squameuses de carcinome de poumon et que 63,6% (45/70) d’adénocarcinome de poumon 
exprime hnRNP B1. De plus, des analyses de survie montrent un meilleur pronostic pour les 
patients contenant les cellules squameuses de carcinome exprimant hnRNP B1 (Wu et al., 
2003). La définition de hnRNP B1 en tant que facteur pronostic des cancers du poumon a été 
confirmée par d’autres études (Snead et al., 2003; Sueoka et al., 2001) et s’est même étendue 
à d’autres types de cancer tels que ceux de l’œsophage (Matsuyama et al., 2000). Enfin, HuR 
constitue un facteur pronostic des cancers du sein héréditaires (Heinonen et al., 2007) et de 
carcinomes canalaires infiltrants du sein (Heinonen et al., 2005). 
D’autres mRBPs sont plutôt sous-exprimées dans les cancers. Il s’agit notamment de 
hnRNP G qui n’est pas exprimée dans les cancers ORL, HOSCC (« Human Oral Squamous 
Cell Carcinoma ») alors qu’elle l’est dans les cellules épithéliales normales correspondantes 
(Shin et al., 2006). L’expression d’autres hnRNPs est également diminuée dans les cancers 
telles que hnRNP E4 dans les cancers du poumon. (Castano et al., 2008; Pio et al., 2004) ou 
hnRNP E2 dans des tissus de cancer ORL (Roychoudhury et al., 2007). Enfin, RBM5 est une 
autre mRBP dont l’expression est diminuée dans les cancers du sein (Rintala-Maki et al., 












Tableau3 - Expression de mRBPs représentatives dans différent type de cancer. 




↑ sein, ovaire, pancréas, prostate, peau 





(Patry et al., 2003; Pino et al., 2003; Zerbe et al., 2004) 
(Patry et al., 2003; Ushigome et al., 2005) 
(Patry et al., 2003) 
 (Iervolino et al., 2002) 
HnRNP A2/B1 
↑ colon 









(He et al., 2005) 
(Zhou et al., 2001) 
(Yan-Sanders et al., 2002) 
(Lee et al., 2005) 




↑ leucémie et lymphome 





(Snead et al., 2003; Sueoka et al., 2001; Wu et al., 2003) 
(Matsuyama et al., 2000) 
(Tani et al., 2002; Tani et al., 2003) 
(Goto et al., 1999) 
HnRNP C1/C2 ↑ poumon ARNm/IH/WB (Pino et al., 2003) 
HnRNP D ↑ Poumon IH (Blaxall et al., 2000) 
E1/E2 ↓ cancer ORL ↓ utérus 
ARNm 
IH 
(Roychoudhury et al., 2007) 
(Pillai et al., 2003) 
HnRNP E4 ↓ Poumon IH (Castano et al., 2008; Pio et al., 2004) 
HnRNP F ↓ foie, ↑ estomac IH (Honore et al., 2004) 
HnRNP G ↓ cancer ORL IH (Shin et al., 2006) 
HnRNP H/H’ ↑ cou et tête ↑ foie, pancréas et estomac 
IH 
IH 
(Rauch et al., 2004) 
(Honore et al., 2004) 
HnRNP I ↑ cerveau ↑ ovaire 
WB 
WB/IH 
(Jin et al., 2000) 










(Pino et al., 2003) 
(Ostrowski and Bomsztyk, 2003) 
(Mandal et al., 2001) 
(Carpenter et al., 2006) 
SRp20 ↑ ovaire ARNm (Fischer et al., 2004; He et al., 2004) 
ASF/SF2 ↑ ovaire ↑ colon, thyroïde, intestin, rein, poumon 
ARNm 
ARNm/WB 
(Fischer et al., 2004) 
(Karni et al., 2007) 
SC35 ↑ ovaire ARNm (Fischer et al., 2004) 
Tra2-β1 ↑ sein ARNm/WB (Watermann et al., 2006) 
HuR 
↑ colon  











(Dixon et al., 2001; Lopez de Silanes et al., 2003) 
(Denkert et al., 2004b; Heinonen et al., 2007) 
(Ido et al., 2008; Nabors et al., 2001) 
(Blaxall et al., 2000) 
(Denkert et al., 2004a) 
(Cho et al., 2007a; Cho et al., 2007b) 
RBMX ↑ sein ARNm (Martinez-Arribas et al., 2006) 
RBM3 ↑ colon, sein, poumon, ovaire ↑ sein 
ARNm/WB/IHC 
ARNm 
(Sureban et al., 2008) 
(Martinez-Arribas et al., 2006) 
RBM5 ↓ sein ARNm/WB (Rintala-Maki et al., 2004; Rintala-Maki et al., 2007) 
RBM10 ↑ sein ARNm (Martinez-Arribas et al., 2006) 







↑ : augmentation ; ↓ : diminution dans différents tissus cancéreux en comparaison au tissu normal. WB : « Western Bolt », ARNm :
RT-PCR ou « northern blot » ; IH : immunohistochimie  
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Dans certains cas, la perturbation de l’expression des mRBPs dans les cancers peut 
provenir d’une altération génique. Il peut s’agir d’amplification génique comme par exemple, 
celle de ASF/SF2 qui est en partie responsable de sa surexpression dans différents types de 
tumeurs (Karni et al., 2007). Dans d’autres cas, une perte du locus génique a été identifiée 
comme par exemple pour RBM5 dont la région codante 3p21.3 est perdue dans des MCF-7 
(Rintala-Maki et al., 2004) ou pour hnRNP E4 dont la région codante 3p21 est une des 
régions les plus communément altérée dans les cancers du poumon (Castano et al., 2008; Pio 
et al., 2004).  
Les mécanismes de régulation de l’expression des mRBPs qui induisent un profil 
d’expression altéré dans les cancers, sont très rarement caractérisés. En général, les taux 
d’expression sont étudiés au niveau de l’ARNm et des protéines et semblent corréler (Tableau 
3). Une seule étude, portant sur la surexpression de hnRNP A2 dans les cancers du colon, 
montre une augmentation de la quantité de protéines alors que la quantité d’ARNms est 
constante, suggérant une régulation traductionnelle ou une stabilisation de la protéine (He et 
al., 2005). Pour d’autres mRBPs, des suppositions de mécanismes peuvent être proposées, 
mais aucune démonstration directe dans les cellules cancéreuses n’a été faite. Par exemple, 
l’expression de hnRNP A1 est plus élevée dans des cellules transformées et/ou prolifératives 
que dans des tissus différenciés (Biamonti et al., 1993). Ce profil d’expression pourrait 
s’expliquer par une augmentation de la transcription qui serait contrôlée par les éléments 
régulateurs de son promoteur en réponse à des signaux de prolifération (Biamonti et al., 
1993), mais également par une augmentation de la traduction qui serait contrôlée par la 
séquence TOP de l’ARNm de hnRNP A1 responsable du fort recrutement de cet ARNm dans 
les polysomes de cellules prolifératives (Camacho-Vanegas et al., 1997) 
 
III-1-2- La perturbation de la liaison à l’ARNm des mRBPs dans les cancers 
 
Des altérations génétiques telles que des mutations, des délétions, des translocations 
ou des polymorphismes, touchent les gènes impliqués dans le processus tumoral et sont 
nécessaires pour qu’une cellule normale devienne cancéreuse. Ces modifications génétiques 
peuvent cibler les séquences reconnues par les mRBPs et modifier leur liaison à l’ARNm.  
Notamment, elles peuvent cibler des régions 5’NTR et plus particulièrement les IRES. 
Par exemple, dans des lignées cellulaires de myélomes, des mutations dans l’IRES de 
l’oncogène c-myc ont été identifiées (Chappell et al., 2000). De plus, des expériences de gels 
retard ont permis de montrer que hnRNP K interagit plus efficacement avec l’IRES muté 
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qu’avec l’IRES sauvage (Evans et al., 2003). Par conséquent, les mutations de l’IRES de 
l’ARNm de c-myc favorisent la liaison de hnRNP K.  
Les modifications génétiques associées au cancer peuvent également cibler des régions 
3’NTR d’ARNms. Par exemple, des délétions des séquences AREs de la région 3’NTR du 
facteur de transcription c-fos, convertissent ce gène en oncogène (Meijlink et al., 1985), 
capable de former des tumeurs osseuses chez la souris (Ruther et al., 1987). V-fos, qui est le 
gène transformant du rétrovirus d’ostéosarcome FBJ-murin, homologue viral de c-fos, a perdu 
une partie de la région 3’NTR contenant les sites AREs, générant en partie son potentiel 
oncogénique. Une perturbation de l’interaction de mRBPs avec c-fos et v-fos, suite à ces 
différentes délétions, n’a pas été directement montrée, mais peut être envisagée. Un autre 
exemple est celui du régulateur du cycle cellulaire, la cycline D1, pour qui des délétions dans 
la région 3’NTR de son ARNm ont été observées dans différents types de cancers. En effet, 
une forme tronquée de l’ARNm de la cycline D1 au niveau de la région 3’NTR est 
surexprimée dans deux lignées cellulaires de leucémie lymphoïde chronique (Withers et al., 
1991). De plus, la séquence ARE de l’ARNm de la cycline D1 est manquante dans la lignée 
cellulaire du cancer du sein MDA-MB-453 (Lebwohl et al., 1994). Il a été suggéré que ces 
mutations perturbent l’interaction de différentes mRBPs. Des polymorphismes peuvent 
également cibler la région 3’NTR de gènes impliqués dans la progression tumorale et 
perturber l’interaction de mRBPs. C’est notamment le cas pour l’enzyme TYMS 
(« thymidylate synthase »), qui catalyse une réaction essentielle à la synthèse d’ADN, et dont 
la surexpression induit une résistance aux drogues chimiotoxiques telles que le 5-fluoro-uracil 
et le methotrexate. Le polymorphisme touche la région 3’NTR et consiste en une délétion (D)/ 
insertion (I) des 6 bases TTAAAG. Ce polymorphisme régule l’interaction de AUF-1 avec 
TYMS, puisqu’il a été mis en évidence une augmentation de la liaison de AUF-1 à l’ARNm 
exprimé par l’allèle D (Pullmann et al., 2006). 
   
III-1-3- La perturbation de la localisation subcellulaire des mRBPs dans les 
cancers 
 
Une modification subcellulaire de certaines mRBPs a été observée dans différents 
types de cancer. Plusieurs exemples de la littérature montrent qu’une altération de la 
localisation subcellulaire de HuR est associée à des formes agressives de cancer. En effet, des 
analyses d’immunohistochimie sur des « tissue micro-arrays », montrent que la localisation 
cytoplasmique de HuR augmente avec la malignité, en particulier dans des carcinomes de 
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colon (Lopez de Silanes et al., 2003; Wang et al., 2000a; Wang et al., 2000b). De plus, la 
localisation cytoplasmique de HuR est associée à une faible différenciation histologique, à 
une grande taille tumorale, et à une faible survie dans les carcinomes du sein (Heinonen et al., 
2005). D’autre part, dans des tissus pulmonaires de souris, des hyperplasies et des néoplasies 
sont associées à une accumulation cytoplasmique de HuR (Blaxall et al., 2000). Une 
surexpression cytoplasmique de HuR a également été mise en évidence, par 
immunohistochimie, dans des cellules squameuses de carcinomes laryngiques (Cho et al., 
2007a; Cho et al., 2007b), ainsi que dans des tumeurs astrocytaires de haut grade telles que les 
glioblastomes (Ido et al., 2008). Des altérations de la localisation subcellulaire dans les 
cancers touchent également des hnRNPs. Par exemple, des différences de localisation 
subcellulaire des variants d’épissage de hnRNP E4 dans plusieurs types cellulaires de cancer 
du poumon, sont associées à des effets opposés sur la prolifération cellulaire et la progression 
tumorale (Castano et al., 2008). Des expériences d’immunohistochimie ont permis de montrer 
que hnRNP K, qui est exclusivement nucléaire dans les tissus normaux de colon, est localisée 
dans le noyau et le cytoplasme dans les cancers colorectaux (Carpenter et al., 2006). Enfin, le 
contrôle de la localisation subcellulaire de hnRNP A1 est primordial dans les leucémies 
myéloïdes dépendantes de BCR/ABL, puisque le maintien de son activité navette est 
nécessaire à la croissance tumorale (Iervolino et al., 2002).    
 
III-1-4- Les modifications post-traductionnelles des mRBPs dans les cancers 
 
Des modifications post-traductionnelles de certaines mRBPs, et notamment des 
phosphorylations, ont été observées dans les cancers.  
Par exemple, dans les lymphomes à cellules larges anaplasiques ou ALCL (« anaplastic large 
cell lymphoma »), l’expression de la protéine chimérique NPM-ALK (« Nucleophosmin-
anaplastic lymphoma kinase ») constitue un événement oncogénique. La recherche de 
partenaires interagissant avec cette protéine, par immunoprécipitation et étude de la 
localisation, a permis de caractériser une interaction avec hnRNP D (Fawal et al., 2006). De 
plus, il a été mis en évidence une phosphorylation de hnRNP D par ALK in vitro et une 
hyperphosphorylation de hnRNP D dans les cellules exprimant NPM-ALK (Fawal et al., 
2006). Ainsi, ces résultats établissent un lien important entre une kinase oncogénique et la 
mRBP hnRNP D. Un autre exemple de modification post-traductionnelle d’une mRBP dans 
les cancers est celui de TTP, qui est hyperphosphorylée dans des gliomes malins en 
comparaison à des tissus astrogliotiques bénins (Suswam et al., 2008). Des évidences 
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semblent impliquer la protéine p38/MAPK dans cette phosphorylation. Une autre étude 
montre que l’activation de la kinase p38, suite à un traitement à la rapamycine de plusieurs 
lignées cellulaires cancéreuses présentant un faible taux de la kinase akt, induit la 
phosphorylation de TTP au niveau de résidus sérine. Cette phosphorylation de TTP par la 
p38/MAPK participe au mécanisme de résistance à la rapamycine (Marderosian et al., 2006).  
 
Les perturbations d’expression des mRBPs ont été associées à des fonctions 
oncogéniques et suppresseurs de tumeurs des mRBPs, comme nous allons le voir dans le 
paragraphe III-2. De plus, les perturbations d’expression, les perturbations de la liaison à 
l’ARNm, les perturbations de localisation subcellulaire ainsi que les modifications post-
traductionnelles des mRBPs dans les cancers contribuent à réguler le profil d’expression post-
transcriptionnel de gènes reliés au cancer et induisent donc des conséquences importantes sur 

























III-2- Fonctions des mRBPs dans le cancer 
 
Le rôle d’une protéine sur le développement tumoral est déterminé par l’analyse de l’effet de 
sa surexpression ou de l’extinction de son expression sur (i) le taux de croissance cellulaire 
grâce à des tests de prolifération, (ii) la capacité d’immortalisation cellulaire grâce à des tests 
de croissance ancrage-indépendant sur agar-mou et (iii) la capacité de transformation 
cellulaire grâce à l’analyse de la formation de tumeurs chez la souris « nude ». De plus, la 
progression tumorale s’accompagne de changements phénotypiques tels qu’une résistance à 
l’apoptose, un maintien de la vascularisation, une capacité d’invasion tissulaire et de 
formation de métastase. L’implication d’une protéine dans ces différents stades tumoraux 
contribue à montrer son rôle dans la progression tumorale. 
 
 III-2-1- Les mRBPs oncogènes 
 
Un oncogène peut être défini comme un gène qui, lorsque son expression est 
dérégulée, participe au développement tumoral, puisqu’il est capable d’induire la 
transformation de cellules normales en cellules cancéreuses. Un proto-oncogène peut être 
activé en oncogène suite à (i) une mutation qui peut modifier l’activité de la protéine 
exprimée, (ii) une augmentation de la quantité de protéine exprimée soit par duplication du 
gène, par augmentation de son expression ou par augmentation de sa stabilité, (ii) une 
translocation chromosomique qui peut induire une augmentation de l’expression du gène ou 
générer une protéine hybride.  
Sur la base de cette définition, ainsi que sur la base d’analyses mettant en œuvre 
l’ensemble des tests définissant le rôle d’une protéine sur le développement tumoral, trois 
mRBPs ont été définies comme des oncogènes. La première d’entre elle est ASF/SF2 qui a été 
caractérisée comme un proto-oncogène par le groupe d’A. Krainer. En effet, il a été mis en 
évidence que la surexpression de ASF/SF2 est suffisante à la transformation de fibroblastes 
immortalisés de rat, et induit la formation de sarcomes chez la souris « nude » (Karni et al., 
2007). RBM3 est la seconde mRBP caractérisée comme un oncogène (Sureban et al., 2008). 
En effet, sa surexpression dans des cellules NIH3T3 induit leur croissance ancrage-
indépendant, et la perte d’expression de cette mRBPs dans des cellules cancéreuses du colon 
diminue leur croissance en culture et induit un arrêt de la croissance de xénogreffes tumorales 
(Sureban et al., 2008). Enfin, la dernière mRBP définie comme un oncogène est la protéine de 
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fusion hnRNP P2-CHOP, qui contient le domaine N-terminal d’activation de la transcription 
de hnRNP P2 et le domaine de liaison à l’ADN du facteur de transcription CHOP et qui est 
générée suite à la translocation t(12 ;16)(q13 ;p11) dans des liposarcomes myxoïdes humain 
(Aman et al., 1992). Il a été montré que l’expression de la protéine de fusion hnRNP P2-
CHOP dans des cellules en culture conduit à une perte d’inhibition de contact et à une 
capacité à former des colonies en agar mou (Zinszner et al., 1994). De plus, l’injection chez la 
souris « nude » de lignées cellulaires surexprimant hnRNP P2-CHOP résulte en la formation 
de tumeurs (Zinszner et al., 1994).  
D’autres études ne développent qu’une partie des tests définissant le rôle d’une 
protéine sur le développement tumoral, et ne permettent de faire que des suggestions quant à 
leur pouvoir oncogénique. Par exemple, la diminution significative du taux de prolifération 
des cellules de carcinome de colon (colo16) et de kératinocytes immortalisés (HaCat), suite à 
l’extinction d’expression de hnRNP A2, montre son rôle sur le taux de croissance cellulaire et 
suggère son implication dans le processus tumoral (He et al., 2005). Des analyses de 
croissance ancrage-indépendant sur agar mou ont démontré la capacité d’immortalisation 
cellulaire de certaines mRBPs et ont permis de suggérer leur rôle dans la progression 
tumorale. Par exemple, l’extinction d’expression de PTB dans des cellules de tumeurs 
ovariennes (A2780), perturbe la prolifération des cellules tumorales ainsi que leur croissance 
ancrage-indépendant (He et al., 2007). Ces résultats suggèrent que la surexpression de PTB 
puisse constituer une composante importante du processus de tumorigenèse et être nécessaire 
au développement et au maintien des tumeurs ovariennes épithéliales. Une autre étude 
concerne la protéine de fusion hnRNP P2-ERG, contenant le domaine N-terminal d’activation 
de la transcription  de hnRNP P2 et le domaine de liaison à l’ADN du facteur de transcription 
ERG, qui est générée suite à la translocation t(16 ; 21) dans les leucémies myéloïdes 
(Ichikawa et al., 1994; Prasad et al., 1994). Il a été mis en évidence que la surexpression de 
hnRNP P2-ERG dans des lignées cellulaires de fibroblastes murins (NIH3T3) induit une 
prolifération ancrage-indépendant (Prasad et al., 1994). Ce résultat, ainsi que l’activité 
cellulaire de cette protéine de fusion, suggèrent son rôle dans la leucémie myéloïde aiguë. 
Finalement, des études in vivo ont démontré la capacité de transformation de certaines mRBPs 
et ont permis de suggérer leurs propriétés oncogéniques. Notamment, un modèle murin a 
permis de mettre en évidence qu’un des isoformes de hnRNP D est impliqué dans le 
développement de tumeur (Gouble et al., 2002). En effet, la surexpression ubiquitaire de 
l’isoforme p37 dans des souris transgéniques, induit la formation de tumeurs dans différents 
tissus tels que l’œsophage, les poumons, l’urètre et les tissus du cou et de la tête (Gouble et 
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al., 2002). Une autre étude in vivo suggère le pouvoir oncogénique de la protéine HuR 
puisque sa surexpression dans des cellules RKO injectées en sous-cutanée chez la souris 
« nude », induit la formation de tumeurs (Lopez de Silanes et al., 2003). 
Enfin, les propriétés oncogéniques des mRBPs ont également été suggérées suite à la 
mise en évidence de leur implication dans les différents stades tumoraux. Par exemple, le rôle 
anti-apoptotique de hnRNP A1 dans des cellules cancéreuses, mis en évidence grâce à des 
expériences d’extinction de son expression induisant l’apoptose, suggère des propriétés 
oncogéniques de cette mRBP (Patry et al., 2003). Le rôle dans l’invasion de certaines mRBPs 
permet également de suggérer leur propriétés oncogéniques telles que pour PTB dont 
l’extinction d’expression dans des cellules de tumeurs ovariennes (A2780) perturbe leur 
invasivité in vitro (He et al., 2007) ou hnRNP K dont le ciblage par un anticorps inhibe le 
pouvoir métastatique de fibrosarcome humain (Inoue et al., 2007). 
 
 III-2-2- Les mRBPs suppresseurs de tumeurs 
 
Un gène suppresseur de tumeur est un gène qui limite la progression tumorale. Quand 
ce gène est muté, induisant une perte ou une réduction de l’activité de la protéine qu’il code, 
la cellule progresse vers un état cancéreux. 
Quatre mRBPs ont été définies comme des suppresseurs de tumeurs sur la base 
d’analyses mettant en œuvre l’ensemble des tests définissant le rôle d’une protéine sur le 
développement tumoral. Tout d’abord, hnRNP E4 dont l’expression est diminuée dans les 
tumeurs prolifératives (Tableau 3), est un suppresseur de tumeur. En effet, la surexpression de 
hnRNP E4 dans des cellules cancéreuses pulmonaires (H1299) réduit leur croissance ancrage-
indépendant, leur invasivité et leur capacité à former des tumeurs chez la souris « nude » 
(Castano et al., 2008). De plus, l’induction de l’expression de hnRNP E4 dans des tumeurs 
déjà établies résulte en un arrêt de leur croissance (Castano et al., 2008). Un autre exemple de 
suppresseur de tumeur est celui de hnRNP G. La surexpression de hnRNP G dans des cellules 
cancéreuses n’exprimant pas cette protéine, résulte en une diminution de leur prolifération, 
une réduction de leur clonogénicité, une perte de leur croissance ancrage-indépendant et une 
diminution de leur capacité à former des tumeurs chez la souris « nude » (Shin et al., 2006). 
TTP est la troisième mRBP ayant une fonction de suppresseur de tumeur, mise en évidence 
dans un modèle de mastocytes tumoraux exprimant v-H-ras (Stoecklin et al., 2003). En effet, 
l’injection chez la souris de mastocytes surexprimant TTP, induit un délai de la progression 
tumorale de quatre semaines. De plus, l’expression de cette protéine dans des lignées 
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cellulaires établies diminue leur clonogénicité in vitro et leur croissance in vivo (Stoecklin et 
al., 2003). Enfin, Sam68 est caractérisée comme suppresseur de tumeur puisque la perte de 
son expression dans des cellules RKO diminue leur croissance ancrage-indépendant et leur 
capacité à former des tumeurs chez la souris « nude » (Liu et al., 2000). 
L’implication d’une protéine dans un stade tumoral permet de suggérer son rôle de 
suppresseur de tumeur. C’est notamment le cas pour hnRNP E2, pour qui des transfections 
transitoires dans des lignées cellulaires cancéreuses résultent en une diminution de la viabilité 
cellulaire et une augmentation de l’apoptose (Roychoudhury et al., 2007). Un autre exemple 
est celui de RBM5 dont la surexpression dans des cellules cancéreuses mammaires permet 
d’augmenter l’apoptose induite par TNF-α (Rintala-Maki et al., 2004; Rintala-Maki et al., 
2007). Ces résultats suggèrent que la perte d’expression de hnRNP E2 observée dans des 
cancers ORL et de RBM 5 dans les cancers du sein (Tableau 3) constitue un nouveau 
mécanisme de résistance à l’apoptose des cellules cancéreuses et contribue à la progression 
tumorale. De plus, la modulation de l’expression de ces deux mRBPs permet de contrôler la 
susceptibilité des cellules cancéreuses à l’apoptose induite par des drogues (Mourtada-
Maarabouni et al., 2002; Mourtada-Maarabouni and Williams, 2002; Rintala-Maki et al., 





















III-3- Les mRBPs régulatrices de l’expression de gènes impliqués dans différents stades 
tumoraux 
 
Les mRBPs sont impliquées dans la progression tumorale puisqu’elles régulent l’expression 
post-transcriptionnelle d’ARNms cibles codant pour des protéines impliquées dans les 
différents stades tumoraux d’apoptose, d’angiogenèse et de métastase, ainsi que dans le 
développement tumoral (Tableau 4) (Audic and Hartley, 2004). 
 
III-3-1- Les mRBPs régulatrices de l’expression de protéines impliquées dans 
l’apoptose 
 
L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est une mort cellulaire physiologique 
enclenchée en réponse à différents signaux. Ce processus est en équilibre constant avec la 
prolifération cellulaire et est nécessaire à la survie des organismes pluricellulaires. Une 
perturbation de la mort cellulaire programmée, ou apoptose, constitue une étape importante de 
la progression tumorale. En effet, des oncogènes tels que c-myc et E1A qui induisent la 
division cellulaire, inhibent également le mécanisme d’apoptose (Reed, 1999). Cette 
répression de l’apoptose permet la survie de cellules génétiquement instables et la sélection de 
clones agressifs (Ionov et al., 2000). Le mécanisme d’apoptose est contrôlé par une balance 
entre différents facteurs (i) pro-apoptotiques tels que apaf-1 qui compose l’apoptosome ou 
Bcl-xs qui favorise le relargage cytoplasmique du cytochrome c, composant majeur de 
l’apoptosome, et (ii) anti-apoptotiques tels que Bcl-2 et Bag-1 qui empêchent le relargage 
cytoplasmique du cytochrome c ou XIAP qui bloque l’action des caspases. La dérégulation de 
l’expression de ces  différents facteurs a été observée dans différents cancers et joue un rôle 
important dans la carcinogenèse et dans la chimiorésistance (Fadeel et al., 2008). 
L’expression post-transcriptionnelle de ces facteurs est régulée par certaines mRBPs dans 















Fonction reliée à la 
tumorigenèse mRBP Régulation Type de cancer référence 
Bcl-xs  Facteur pro-apoptotique  HnRNP F/H  




(Garneau et al., 2005) 
 
Apaf-1 Facteur pro-apoptotique PTB-unr ↑ traduction IRES x (Mitchell et al., 2003) 
Bcl-2 Facteur anti-apoptotique AUF-1 ↓  stabilité x (Lapucci et al., 2002) 
XIAP Facteur anti-apoptotique HnRNP C1/C2 ↑ traduction IRES x (Holcik et al., 2003) 






Bag-1 Facteur anti-apoptotique 
HnRNP E1- 
PTB  ↑ traduction IRES Résistance à un stress chimiotoxique (vincristine) (Dobbyn et al., 2008) 
 

















Cellules de gliomes malins 
Différents type de tumeurs 
Sous hypoxie 
Tumeurs du colon 
Tumeurs du colon 
(Feliers et al., 2007; 
Sataranatarajan et al., 2008) 
(Suswam et al., 2008) 
(Essafi-Benkhadir et al., 2007) 
(Shih and Claffey, 1999) 
(Dixon et al., 2001) 
(Sureban et al., 2008) 
VEGFA Facteur de croissance angiogénique HuR ↑ stabilité Tumeurs astrocytaires (Ido et al., 2008) 














  stabilité 
Tumeurs du colon 
 Tumeurs du colon 
Cellules de gliomes malins 
(Dixon et al., 2001) 
(Sureban et al., 2008) 




















Cellules de poumon néoplasique 
 





(Zerbe et al., 2004) 
 
(Ghigna et al., 1998) 
 
(Watermann et al., 2006) 
(Matter et al., 2002) 




migration , polarité. HuR  ↓ traduction  Tumeurs du sein (Leandersson et al., 2006) 








Compose et maintient 
la matrice 
extracellulaire, fibres 
de stress, lamellipodes, 
actine corticale 


















Cellules de carcinomes pulmonaires non à petite cellule, traitées 
à un agent chimiothérapeutique (PGA2) 
Cellules de lymphomes 
Différentes cellules cancéreuses à activités akt variables et 
traitées à la rapamycine 
Cellules traitée à la rapamycine 
(Lin et al., 2000) 
 
(Fawal et al., 2006) 
(Marderosian et al., 2006) 
 




Progression en S-G2 





HuR ↑ stabilité Cellules du cancer du sein MCF-7 (Guo and Hartley, 2006) 
P21 Arrêt du cycle  HuR ↑ stabilité Cellules de carcinome colorectal RKO traitées aux UVs (Wang et al., 2000b) 
P27 Arrêt du cycle  HuR, HuD ↓ traduction IRES x (Kullmann et al., 2002) 












Foie d’animaux développant des tumeurs suite à une 
surexpression de hnRNP D 
(Paillard et al., 2002) 
 














↑ traduction IRES 
↑ traduction 














cellules traitées à la rapamycine 
Cœur d’animaux développant des tumeurs suite à une 
surexpression de hnRNP D 
Cellules de lymphomes 
Différentes cellules cancéreuses à activités akt variables et 
traitées à la rapamycine 
(Notari et al., 2006) 
(Kim et al., 2003) 
(Evans et al., 2003) 
 
(Liao et al., 2007) 
(Jo et al., 2008) 
(Gouble et al., 2002) 
 
(Fawal et al., 2006) 















Tumeurs du colon 
Tumeurs du colon 
x 
Cellules cancéreuses du colon 
Cellules de neuroblastomes irradiées 
x 
(Dixon et al., 2001) 
(Sureban et al., 2008) 
(Sureban et al., 2007) 
(Dixon et al., 2003) 
(Mukhopadhyay et al., 2003) 
(Sureban et al., 2007) 
C-fos Oncogène HnRNP D ↑ quantité ARNm Foie d’animaux développant des tumeurs suite à une surexpression de hnRNP D (Gouble et al., 2002) 
HOX11 Oncogène HuR x Leucémie (Li et al., 2005) 
TYMS Oncogène AUF-1 ↓ stabilité Tumeurs colorectales (Mandola2004; Pullmann2006) 
BIN1 Suppresseur de tumeur ASF/SF2 Epissage Différents type de tumeur (Karni et al., 2007) 
P53 Suppresseur de tumeur HuR HuR 
↑ traduction 
↑ traduction 
Cellules de carcinome colorectal RKO traitées aux UVs 
Cellules de carcinome rénal 
(Mazan-Mamczarz 2003) 













RhoB Suppresseur de tumeur HuR ↑ Stabilité Sous UV (Westmark et al., 2005) 
 
 
↑ : signifie un effet activateur ; ↓ : signifie un effet inhibiteur ; X : signifie que la régulation n’a pas été montrée dans un contexte de cancer. Pour la signification des  abréviations se référer au
chapitre abréviations et au texte. 
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Certaines mRBPs peuvent être considérées comme des facteurs pro-apoptotiques, (i) 
qui régulent négativement des inhibiteurs de l’apoptose telle que AUF-1 qui diminue la 
stabilité de l’ARNm de Bcl-2 suite à des irradiations aux UVC (Lapucci et al., 2002), ou (ii) 
qui régulent positivement des activateurs de l’apoptose telles que PTB et unr qui activent la 
traduction dépendante de l’IRES d’apaf-1  (Mitchell et al., 2003), ou hnRNP F/H qui favorise 
la synthèse de l’isoforme pro-apoptotique Bcl-xs (Garneau et al., 2005). L’expression de ces 
mRBPs dans des cellules cancéreuses pourrait les diriger vers la mort cellulaire programmée 
et perturber la progression tumorale.  
D’autres mRBPs ont, quant à elles, une fonction anti-apoptotique puisqu’elles régulent 
positivement l’expression d’inhibiteurs de l’apoptose telles que hnRNP C1/C2 qui active la 
traduction dépendante de l’IRES de XIAP (Holcik et al., 2003), ou HuR qui active la 
traduction de l’inhibiteur de l’apoptosome Protα, suite à des irradiations aux UVC (Lal et al., 
2005). L’expression de ces mRBPs dans des cellules cancéreuses pourrait contribuer à leur 
survie, ainsi qu’à la progression tumorale. De plus, l’expression de ces mRBPs anti-
apoptotiques peut participer aux mécanismes de chimiorésistance développés par des cellules 
cancéreuses. C’est notamment le cas de hnRNP E1 et PTB dont la relocalisation 
cytoplasmique suite à un stress chimiotoxique induit par la vincristine corrèle avec une 
activation de la traduction dépendante de l’IRES du facteur anti-apoptotique Bag-1 (Dobbyn 
et al., 2008). 
 
III-3-2- Les mRBPs régulatrices de l’expression de protéines impliquées dans 
l’angiogenèse 
 
L’angiogenèse est un processus cellulaire, appelée néovascularisation, permettant la 
croissance de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux préexistants. C’est un 
processus physiologique normal qui se déroule notamment au cours du développement. Mais 
c’est aussi un processus pathologique, primordial dans la croissance des tumeurs malignes et 
le développement des métastases. En effet, sans apport sanguin une tumeur solide ne peut pas 
grossir au-delà de 2 à 3 mm (Nyberg et al., 2005). Ce processus est contrôlé par une balance 
de facteurs anti- et pro- angiogéniques (Nyberg et al., 2005). En particulier, les facteurs de 
croissance VEGF, FGF-2 et l’interleukine IL-8, stimulent l’angiogenèse. Leur expression 
corrèle avec le grade tumoral et la vascularisation, et peut être induite par différents signaux 
extra-cellulaires tels que l’hypoxie ou l’exposition à des cytokines (Brat et al., 2005; Machein 
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and Plate, 2000; Penault-Llorca et al., 1995). Certaines mRBPs participent à la régulation de 
l’expression de ces facteurs pro-angiogéniques (Tableau 4).  
Par exemple, sous hypoxie, hnRNP L lie la région 3’NTR de VEGF et augmente sa 
stabilité (Shih and Claffey, 1999). D’autres hnRNPs sont impliquées dans le contrôle de 
facteurs pro-angiogéniques telles que hnRNP K qui active la traduction de VEGF (Feliers et 
al., 2007; Sataranatarajan et al., 2008) et hnRNP A1 qui active la traduction dépendante de 
l’IRES de FGF-2 (Bonnal et al., 2005). L’expression de ces mRBPs dans les cellules 
cancéreuses pourrait contribuer à la croissance tumorale en augmentant la vascularisation. 
D’ailleurs il existe des études montrant une régulation de ces facteurs pro-
angiogéniques par les mRBPs, directement dans des tumeurs. Notamment, il a été suggéré que 
l’altération de la localisation subcellulaire de HuR induit une surexpression de VEGF-A, dans 
les glioblastomes de haut grade afin d’assurer leur vascularisation (Ido et al., 2008). De plus, 
HuR et RBM3 s’associent et coopèrent pour stabiliser les ARNms de VEGF et IL-8 dans des 
tumeurs du colon (Dixon et al., 2001; Sureban et al., 2008). Un autre exemple est celui de 
TTP dont l’hyperphosphorylation via la p38/MAPK régule négativement sa fonction de 
déstabilisateur sur les ARNms pro-angiogéniques IL-8 et VEGF, et induit une progression des 
gliomes malins (Suswam et al., 2008)(Tableau 4). Le rôle de déstabilisateur de TTP sur 
l’ARNm de VEGF est également régulé négativement suite à la phosphorylation de TTP par 
la kinase ERK (Essafi-Benkhadir et al., 2007). Ainsi, TTP participe au « switch » 
angiogénique, et la caractérisation du statut de phosphorylation de cette mRBP par les kinases 
p38/MAPK ou ERK peut constituer une information utile à l’évaluation du potentiel 
angiogénique de tumeurs.  
 
III-3-3- Les mRBPs régulatrices de l’expression de protéines impliquées dans le 
processus métastatique 
 
Le processus métastatique est constitué d’une série d’étapes (pour revue (Chambers et 
al., 2002; Fidler, 2003; Gupta and Massague, 2006)). Tout d’abord, les cellules métastatiques 
perdent leur capacité d’adhésion, puis augmentent leurs capacités de mobilité et d’invasion. 
Au cours d’une étape d’intravasation, les cellules métastatiques pénètrent dans la circulation 
sanguine générale, et notamment dans les vaisseaux sanguins néo-synthétisés lors du 
processus d’angiogenèse. Les cellules tumorales peuvent également entrer dans le système de 
circulation sanguine de façon indirecte via le système lymphatique. Après avoir contrôlé leur 
survie dans la circulation sanguine, les cellules métastatiques quittent le système sanguin par 
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un mécanisme d’extravasation et s’intègrent au sein d’un nouveau tissu. Dans ce nouveau site, 
les cellules doivent initier et maintenir leur croissance, afin de former des micro-métastases, 
qui pourront devenir des tumeurs macroscopiques, notamment grâce au processus 
angiogénique. Au cours de ce processus métastatique, l’expression de facteurs spécifiques de 
chaque étape est régulée de manière post-transcriptionnelle par des mRBPs (Tableau 4). 
Notamment, certaines mRBPs jouent un rôle primordial dans les premières étapes du 
processus métastatique en régulant l’expression de facteurs tels que CD44, qui est impliqué 
dans l’interaction entre la cellule métastatique et les glycoprotéines spécifiques de la matrice 
extracellulaire. Par exemple, une forte expression de hnRNP A1 et une faible expression des 
mRBPs ASF, SRp40, SRp55 et SRp75 corrèle avec un profil d’épissage de CD44 spécifique 
des différents stades de la progression tumorale d’adénocarcinomes de colon (Ghigna et al., 
1998). Un autre exemple montre que l’altération de l’expression de hnRNP A1, ASF et des 
protéines SR corrèle respectivement avec des modifications de l’épissage alternatif du pré-
ARNm de CD44 dans des cellules de poumon néoplasiques et au cours de la tumorigenèse 
mammaire (Stickeler et al., 1999; Zerbe et al., 2004). Enfin, l’épissage alternatif de l’exon v5 
de CD44 est régulé par les mRBPs Sam68, SRm160 et Tra2-β1 générant un isoforme dont 
l’expression corrèle avec la malignité et l’invasion de plusieurs tumeurs (Cheng and Sharp, 
2006; Matter et al., 2002) ; (Helliwell, 2001; Stickeler et al., 1999; Watermann et al., 2006; 
Wielenga et al., 2000).  
D’autres mRBPs jouent plus particulièrement un rôle sur les étapes d’adhésion et de 
migration en régulant l’expression de facteur tel que Wnt-5a ou tel que le récepteur de la 
protéine MSP (« macrophage-stimulating protein »), Ron. Il a été mis en évidence que 
l’expression de wnt-5a dans des cellules cancéreuses mammaires est associée à une longue 
survie et confère un phénotype différencié, une augmentation de l’adhésion cellulaire et une 
diminution de la mobilité (Dejmek et al., 2003; Jonsson and Andersson, 2001; Olson and 
Gibo, 1998). HuR inhibe la traduction de l’ARNm de Wnt5a suite à sa liaison dans la région 
3’NTR (Leandersson et al., 2006). Ainsi, il a été proposé que la perte d’expression de Wnt5a 
dans des tumeurs invasives du sein soit due à l’inhibition de la traduction de son ARNm 
induite par HuR localisée dans le cytoplasme de ces tumeurs (Leandersson et al., 2006). En ce 
qui concerne le récepteur Ron, c’est son isoforme ΔRon, qui résulte de l’exclusion de l’exon 
11, qui est impliqué dans le contrôle de la dissociation cellulaire, la mobilité et l’invasion. 
Notamment, sa surexpression induit une perte de phénotype épithélial, l’acquisition d’une 
morphologie en fuseau et une augmentation de la mobilité (Collesi et al., 1996). De plus, son 
activation induit une inhibition de la transcription du marqueur épithélial, E-cadhérine, qui est 
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un inhibiteur de l’invasion dans les carcinomes humains (Bardella et al., 2004). La mRBP 
ASF/SF2 contrôle l’expression de ΔRon en se fixant sur des séquences activatrices de 
l’exclusion de l’exon 11. Des expériences de surexpression et d’extinction d’expression par 
interférence à l’ARN, ont permis de montrer que ASF/SF2 active la transition épithélio-
mésenchymateuse, ainsi que la migration cellulaire de différents types cellulaires. Cet effet de 
la surexpression de ASF/SF2 sur la migration est annulé suite à une perte d’expression de 
l’ARNm ΔRon, montrant qu’il est du à la régulation de l’épissage de l’ARNm cible Ron 
(Ghigna et al., 2005). Ces expériences révèlent un lien direct entre l’activité régulatrice de 
l’épissage du facteur ASF/SF2 et le processus métastatique. 
Une autre mRBP participe à la fois au processus d’adhésion, de migration cellulaire et 
d’invasion cellulaire en régulant des facteurs comme l’actine qui forme et maintient la matrice 
extra-cellulaire, les fibres de stress et les lamellipodes. Au cours du déplacement des cellules 
cancéreuses, le cytosquelette d’actine est remodelé de manière dynamique produisant la force 
nécessaire à la migration cellulaire et au déplacement (Yamazaki et al., 2005). Récemment, 
une étude a permis de montrer que HuR, en interagissant avec la région 3’NTR de l’ARNm 
de l’actine, permet d’augmenter sa stabilité. De plus, la perte d’expression de HuR corrèle 
avec la perte du réseau de fibre de stress d’actine et affecte les fonctions du cytosquelette 
d’actine telles que l’adhésion, la migration et l’invasion (Dormoy-Raclet et al., 2007). 
 
III-3-4- Les mRBPs régulatrices de protéines impliquées dans le développement 
tumoral 
  
Les mRBPs contribuent à la progression tumorale en induisant l’expression de 
protéines présentant un rôle dans la prolifération cellulaire (Tableau 4). Parmi elles se 
trouvent les complexes cycline/cdk (« Cyclin-dependant kinase »), qui sont primordiaux pour 
l’initiation, la progression du cycle cellulaire et la prolifération cellulaire (Audic and Hartley, 
2004). Notamment, plusieurs mRBPs se liant aux séquences AREs dans la région 3’NTR de 
cyclines, augmentent leur stabilité. Par exemple, huR stabilise les ARNms des cyclines A et 
B1  dans des cellules de carcinomes colorectaux RKO (Wang et al., 2000a), et l’ARNm de la 
cycline E1 dans des cellules de cancer du sein MCF-7 (Guo and Hartley, 2006). Un autre 
exemple est celui de la phosphorylation de hnRNP D dans des cellules de lymphomes qui 
corrèle avec une stabilisation de l’ARNm de la cycline D1 (Fawal et al., 2006).  
De plus, les mRBPs participent à la progression tumorale en induisant l’expression 
post-transcriptionnelle d’oncogènes tels que c-myc, COX-2, HOX 11, c-fos ou c-jun (Tableau 
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4). L’oncogène c-myc est un facteur de transcription contrôlant l’expression d’un large 
spectre de gènes. Plusieurs mRBPs activent sa traduction telles que hnRNP A1, C, D, K, 
E1/E2, et TIAR dans différentes conditions (Tableau 4), laissant suggérer que leur expression 
dans les cancers puisse induire une surexpression de c-myc. Cette hypothèse a été validée 
pour hnRNP K qui active la traduction de c-myc dans différents cancers (Tableau 4). Par 
exemple, l’augmentation de la liaison de hnRNP K à l’IRES mutée de c-myc, dont la grande 
efficacité traductionnelle induit sa surexpression dans des lignées cellulaire de myélomes 
(Chappell et al., 2000), permet d’activer sa traduction in vitro (Evans et al., 2003). De plus, 
hnRNP K augmente la traduction dépendante de l’IRES de c-myc dans des leucémies 
myélogéniques chroniques dépendantes de BCR/ABL (Notari et al., 2006). D’autres mRBPs 
stabilisent l’ARNm de c-myc dans les cancers (Tableau 4). Notamment, les phosphorylations 
des mRBPs hnRNP D dans les lymphomes (Fawal et al., 2006) et de TTP dans des cellules 
cancéreuses exprimant un faible taux d’akt et traitées à la rapamycine (Marderosian et al., 
2006), induisent une stabilisation de l’ARNm de c-myc. Un autre oncogène dont l’expression 
est régulée par des mRBPs est COX-2, qui est une enzyme catalysant la production de 
prostaglandine, métabolite nécessaire à la croissance cellulaire. HuR associée à RBM3 permet 
la surexpression de cette protéine en stabilisant son ARNm dans des tumeurs du colon (Dixon 
et al., 2001; Sureban et al., 2008) ou en activant sa traduction (Sureban et al., 2007; Sureban 
et al., 2008). De plus, une corrélation entre une surexpression de HuR et une augmentation de 
l’expression de COX-2 a été établie dans des carcinomes ovariens, dans des cancers du sein et 
dans des carcinomes laryngiques (Cho et al., 2007a; Cho et al., 2007b; Denkert et al., 2004a; 
Denkert et al., 2004b). Des facteurs de transcriptions oncogéniques qui régulent l’expression 
de nombreux gènes impliqués dans la prolifération, la différentiation et l’apoptose, tels que 
HOX-11 ou c-fos et c-jun, sont respectivement régulés de manière post-transcriptionnelle par 
HuR dans les leucémies (Li et al., 2005), ou par hnRNP D suite à sa surexpression (Gouble et 
al., 2002).  
Les mRBPs peuvent également induire la progression tumorale en inhibant 
l’expression de répresseurs de la prolifération cellulaire ou de suppresseur de tumeurs. C’est 
notamment le cas de HuR et HuD qui inhibent la traduction dépendante de l’IRES de 
l’inhibiteur de cdk p27 (Kullmann et al., 2002). Il en est de même pour ASF/SF2 qui est 
considérée comme un oncogène en partie du fait de son rôle régulateur de l’épissage du 
suppresseur de tumeur BIN1. En effet, ASF/SF2 permet de générer un isoforme de BIN1 qui 
n’interagit plus avec l’oncogène c-myc et qui, par conséquent, perd sa capacité à inhiber 




Les mRBPs peuvent empêcher la progression tumorale en induisant l’expression de 
suppresseurs de tumeur. C’est notamment le cas de HuR qui active la traduction du facteur de 
transcription p53, dans des cellules RKO et dans des carcinomes rénaux (Galban et al., 2003; 
Mazan-Mamczarz et al., 2003). HuR contrôle la stabilité d’un autre suppresseur de tumeur, la 
petite GTPase RhoB, sous UV (Westmark et al., 2005).  
Le rôle inhibiteur de la progression tumorale de certaines mRBPs peut également 
s’expliquer par la régulation négative de facteurs oncogéniques. Par exemple, CUG-BP2 
induit une déadénylation et réprime la traduction de l’ARNm du facteur de transcription 
oncogénique c-jun (Paillard et al., 2002). L’expression de l’oncogène COX-2 est également 
régulée négativement par un mécanisme d’inhibition de la traduction de son ARNm induit par 
TIA-1 dans des cellules cancéreuses du colon (Dixon et al., 2003) et par CUG-BP2 dans des 
cellules de neuroblastomes irradiées (Mukhopadhyay et al., 2003; Sureban et al., 2007). 
Enfin, l’augmentation de la liaison de AUF-1 à l’ARNm de l’oncogène TYMS contenant le 
polymorphisme D, le déstabilise dans des tumeurs colorectales (Mandola et al., 2004; 
Pullmann et al., 2006). 
Finalement, certaines mRBPs bloquent la progression tumorale suite à des traitements 
chimiotoxiques en participant à la déstabilisation des ARNms de cyclines. Par exemple, AUF-
1 diminue la stabilité de la cycline D1 dans des cellules de carcinomes pulmonaires non à 
petite cellule traitées à la prostaglandine (Lin et al., 2000). Un autre exemple est celui de TTP 
qui déstabilise l’ARNm de la cycline D1 dans des cellules cancéreuses traitées à la 
rapamycine (Marderosian et al., 2006). Cet effet déstabilisateur de TTP est inhibé dans des 
cellules cancéreuses exprimant un faible taux d’akt, pour lesquelles un traitement à la 
rapamycine induit une activation de la kinase p38, responsable de la phosphorylation de TTP 
au niveau de résidus sérine et de sa séquestration au sein d’un complexe protéique. Dans ce 
cas les ARNms cibles de TTP, tels que ceux de la cycline D1 sont stabilisés et contribue au 













Cette introduction nous a permis de montrer l’importance des protéines de liaison à l’ARNm 
dans l’expression post-transcriptionnelle des gènes. Nous avons vu que leur continuelle 
association/dissociation à l’ARNm engendre un remodelage perpétuel des complexes 
ribonucléoprotéiques, nécessaire à la régulation, à la coordination, et au couplage de 
l’expression post-transcriptionnelle des gènes. L’ensemble de ces processus nécessite une 
spécificité de reconnaissance moléculaire amenée par divers arrangements des domaines 
structuraux de ces protéines, mais également par leur capacité à interagir entre elles et à 
coopérer pour la liaison à l’ARNm. La régulation de l’expression et de l’activité de ces 
protéines de liaison à l’ARNm apporte un niveau supplémentaire de contrôle de l’expression 
post-transcriptionnelle des gènes. En détaillant l’action des protéines de liaison à l’ARNm au 
cours de la traduction, nous avons pu illustrer la complexité des mécanismes mis en place. 
Plus précisément, il apparaît qu’elles interviennent dans le recrutement des machineries 
constitutives des étapes post-transcriptionnelles des gènes via leur liaison spécifique aux 
ARNms qui peut engendrer des modifications structurales ou des encombrements stériques, 
ou bien, via les réseaux protéiques qu’elles établissent entre elles grâce à leur capacité 
d’interaction. Enfin, nous avons décrit une dérégulation de l’expression des mRBPs dans les 
cancers, associée à leur pouvoir oncogénique et suppresseur de tumeur. Finalement, des 
perturbations d’interactions ARNm-protéines provoquées par des mutations somatiques des 
ARNms ou des défauts d’expression ou d’activité des protéines de liaison à l’ARNm 
contribuent à la dérégulation de l’expression post-transcriptionnelle des gènes au cours de la 
cancérogenèse. Cette dérégulation pourrait être directement la cause du phénotype tumoral 
par expression d’un répertoire spécifique de protéines apportant des fonctions nouvelles 
reliées au contrôle de la croissance et de la survie cellulaire. 
A mon arrivée dans l’équipe de Stephan Vagner, des études avaient été réalisées sur un 
membre de la famille des hnRNPs appelé hnRNP A1 (Bonnal et al., 2005; Bonnal et al., 
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 I- Contexte de l’étude 
 
 
I-1- L’expression de hnRNP A1 
 
L’ADNc et le gène codant hnRNP A1 ont été clonés et séquencés dans les années 1980s 
(Biamonti et al., 1989; Buvoli et al., 1988). Le gène hnRNP A1 couvre une région de 4,6 kb et 
comprend 10 exons qui codent une protéine de 34 kDa, comprenant 320 acides aminés. Le 
gène codant hnRNP A1 est sous le contrôle d’un promoteur qui contient au moins deux boites 
CCAAT et deux sites Sp1 (Biamonti et al., 1989). Au moins 12 éléments de contrôle sont 
contenus dans les 734 nucléotides situés en amont du site de démarrage de la transcription de 
hnRNP A1 (Biamonti et al., 1993). L’ARNm de hnRNP A1 subit un épissage alternatif 
résultant en l’inclusion de l’exon alternatif 7B et en la synthèse de la protéine hnRNP A1B de 
38 kDa, aussi appelée hnRNP B2 (Buvoli et al., 1990a).  
Comme l’ensemble des membres de la famille des hnRNPs, l’expression de hnRNP A1 n’est 
pas ubiquitaire et varie en fonction des tissus et des types cellulaires (Faura et al., 1995; 
Kamma et al., 1995). Notamment, des analyses d’expression par « western blot » ont montré 
une forte expression de hnRNP A1 dans les tissus du foie et du cerveau de rat, en 
comparaison à une faible expression dans les tissus de rate et de testicules (Faura et al., 1995). 
Elle est également fortement exprimée dans des cellules de reins (NRK), dans des cellules 
HeLa, dans des cellules neuronales ainsi que dans des cellules reproductrices au cours des 
étapes précoces de la spermatogenèse (Faura et al., 1995; Kamma et al., 1995). Des analyses 
de « Northern Blot » sur des ARNs poly(A)+ extraits de cellules HeLa révèlent que 
l’abondance de l’ARNm de hnRNP A1B correspond à 5% de celle de l’ARNm de hnRNP A1 
(Buvoli et al., 1990a). De plus, le ratio entre les isoformes A1 et A1B varie entre différents 
tissus (Hanamura et al., 1998). En effet, alors que dans la plupart des tissus l’isoforme hnRNP 
A1B n’est pas exprimé, il est faiblement exprimé dans les tissus de l’utérus et du cerveau, et 
autant exprimé que l’isoforme hnRNP A1 dans les tissus ovariens (Hanamura et al., 1998). 
Enfin, il est intéressant de noter que le niveau d’expression des deux isoformes de hnRNP A1 
augmente dans des cellules transformées et prolifératives (Biamonti et al., 1993; Celis et al., 
1986; Planck et al., 1988). Cette régulation de l’expression semble se dérouler au niveau 
transcriptionnel mettant en jeu une coopération entre les multiples éléments transcriptionnels 
de la région promotrice (Biamonti et al., 1993), mais également au niveau traductionnel 
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impliquant la séquence TOP de l’ARNm de hnRNP A1 qui pourrait expliquer le fort 
recrutement de cet ARNm dans les polysomes de cellules prolifératives (Camacho-Vanegas et 
al., 1997).  
 
I-2- La structure de hnRNP A1 
 
HnRNP A1 est composée de deux domaines ; un domaine N-terminal globulaire, de 194 
acides aminés, appelé UP1 (Riva et al., 1986) et un domaine C-terminal non structuré, de 126 
acides aminés (Cobianchi et al., 1988) (Figure 15). 
Le domaine UP1 contient deux RRMs, composés des séquences conservées RNP1 et RNP2 
qui induisent la liaison à l’ARN, notamment grâce aux résidus phénylalanines Phe 16, 58, 107 
et 149 (Merrill et al., 1988). Des analyses de spectroscopie RMN ont permis de déterminer les 
structures secondaires de RRM1 et de RRM2 (Garrett et al., 1994). Les deux RRMs forment 
un seul composé de liaison à l’ARN qui reconnaît spécifiquement la séquence UAGGGA/U 
(Burd and Dreyfuss, 1994).  
Le domaine C-terminal de hnRNP A1 est caractérisé par des résidus tyrosines et 
phénylalanines qui sont régulièrement espacés dans un domaine riche en glycine (Biamonti 
and Riva, 1994). Il contribue à augmenter l’affinité de liaison de hnRNP A1 pour l’ARN 
(Merrill et al., 1988), certainement via des interactions protéine-protéine qui sont induite par 
le domaine RGG de 36 acides aminés (Cartegni et al., 1996). Des méthylations au niveau du 
domaine RGG engendrent une diminution de l’affinité de hnRNP A1 pour l’ARN (Kim et al., 
1997; Kim et al., 1998; Rajpurohit et al., 1994a; Rajpurohit et al., 1994b). Une séquence 
située en aval du domaine RGG, entre les résidus 264 et 305, forme le domaine de localisation 
subcellulaire, appelé M9 (Siomi and Dreyfuss, 1995; Weighardt et al., 1995). Ce domaine 
contrôle directement la localisation nucléaire de hnRNP A1 puisque sa fusion à des protéines 
strictement cytoplasmiques, comme la kinase pyruvate, résulte en l’import nucléaire rapide de 
la protéine de fusion (Siomi and Dreyfuss, 1995). Cependant, ce domaine ne présente aucune 
similarité de séquence avec la séquence NLS (« Nuclear localization sequence ») de 
l’antigène T large de SV-40 (Siomi and Dreyfuss, 1995). Le domaine M9 joue également un 
rôle dans l’export nucléaire de hnRNP A1. En effet, des analyses de localisation subcellulaire 
dans des hétérokaryons, montrent que ce domaine est nécessaire et suffisant à l’export de 
protéines hétérologues telles que NPLc (« Nucleoplasmin core domain ») qui est normalement 
retenue dans le noyau (Michael et al., 1995a). Ainsi, le domaine M9 contrôle l’activité de 
trafic nucléo-cytoplasmique de hnRNP A1.  






Figure 15 : Domaines structuraux de hnRNP A1. 
Le domaine N-terminal UP1 contient les deux sites de liaison à l’ARN, RRM1 et RRM2 qui sont constitués des 
sites conservés RNP 1 et RNP 2 qui assurent la liaison à l’ARN grâce à des résidus phénylalanines. Le domaine 
C-terminal est composé du domaine d’interaction ARN-protéine et protéine-protéine, RGG, qui peut être 
méthylé (M), ainsi que du domaine de localisation subcellulaire M9. Différents sites de phosphorylation (P) de 
hnRNP A1 ont été décrits. 
 
 
I-3- Les fonctions de hnRNP A1 
 
En tant que membre de la famille des hnRNPs, hnRNP A1 est une protéine régulatrice de 
l’expression post-transcriptionnelle des gènes, et plus particulièrement des étapes d’épissage, 
d’export, de stabilité et de traduction. Sa fonction de facteur régulateur de l’expression des 
gènes a également été mise en évidence pour la biogenèse des télomères et la transcription. 
 
Elle a initialement été caractérisée comme une protéine capable de s’associer in vitro aux 
séquences répétées d’ADN simple brin, présentes dans les télomères (Dallaire et al., 2000; 
Ding et al., 1999; Fiset and Chabot, 2001; Ishikawa et al., 1993). Cette liaison a également été 
mise en évidence in vivo dans des cellules HeLa (Zhang et al., 2006). L’extinction 
d’expression de hnRNP A1 dans des extraits de cellules rénales 293T diminue l’activité de la 
télomérase mesurée in vitro, et l’addition de hnRNP A1 recombinante permet de rétablir cette 
activité (Zhang et al., 2006). Des études in vivo dans des lignées cellulaires de leucémies ont 
permis de montrer que l’expression de hnRNP A1 permet d’augmenter la longueur des 
séquences télomériques (LaBranche et al., 1998). De plus, il a été récemment montré que 
hnRNP A1, et plus précisément le domaine UP1, est capable de déstructurer des structures en 
G-quadruplex (Fukuda et al., 2002). Ainsi, il a été proposé que hnRNP A1 stimule 
l’élongation des télomères grâce à la déstructuration des structures en G-quadruplex présentes 
dans les télomères (Zhang et al., 2006). De plus, hnRNP A1 est capable d’interagir avec la 
télomérase humaine et de lier en même temps les séquences télomériques de l’ADN (Fiset 
and Chabot, 2001). Par conséquent, il a été suggéré que hnRNP A1 puisse contribuer au 
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Deux études montrent un rôle de hnRNP A1 dans la transcription. Notamment, hnRNP A1 
interagit directement et spécifiquement avec un site du promoteur de l’apolipoprotéine E et 
induit son activité promotrice (Campillos et al., 2003). Un autre exemple est celui du rôle de 
hnRNP A1 dans la transcription dépendante de NF-κΒ. En effet, hnRNP A1 interagit avec le 
facteur IκBα et, par un mécanisme encore méconnu, induit sa dégradation, l’empêchant ainsi 
de séquestrer le facteur activateur de la transcription, NF-κΒ, dans le cytoplasme sous une 
forme inactive (Hay et al., 2001).  
 
HnRNP A1 participe à la régulation d’une étape nucléaire de l’expression post-
transcriptionnelle des gènes, l’épissage. Plusieurs études ont mis en évidence sa capacité à 
interagir directement avec les sites 3’ et 5’ d’épissage ainsi qu’avec des sites régulateurs de 
l’épissage (Burd and Dreyfuss, 1994; Buvoli et al., 1990b; Swanson and Dreyfuss, 1988). Les 
conséquences fonctionnelles de cette interaction ont permis de définir hnRNP A1 comme un 
facteur répresseur de l’épissage. En effet, il a été mis en évidence une inhibition de l’épissage 
de l’exon N1 de c-src induite par la liaison de hnRNP A1 (Rooke et al., 2003), de l’exon IDX 
de H-Ras suite à la liaison de hnRNP A1 sur des séquences introniques inhibitrices (Guil et 
al., 2003), et de l’exon 7 de SMN2 induite par la liaison de hnRNP A1 sur des séquences 
exoniques inhibitrices (Kashima et al., 2007). De plus, hnRNP A1 régule négativement le 
choix de sites 3’ d’épissage de plusieurs exons dont les exons alternatifs de FGFR2 (Del 
Gatto-Konczak et al., 1999), les exons tat et vpr du virus HIV (Bilodeau et al., 2001; Caputi et 
al., 1999; Tange et al., 2001; Zahler et al., 2004) et l’exon v6 de CD44 (Konig et al., 1998; 
Matter et al., 2000). Les mécanismes d’action mis en jeu dans ces régulations négatives de 
l’épissage n’ont pas été caractérisés. 
Trois études ont défini le mode d’action de hnRNP A1 dans la régulation de l’épissage. 
Notamment, il a été mis en évidence une compétition entre hnRNP A1 et ASF/SF2 pour la 
liaison au niveau du site 3’ d’épissage  (Fu et al., 1992; Mayeda and Krainer, 1992). Cette 
compétition engendre des effets opposés sur le choix du site 5’ d’épissage, hnRNP A1 
favorisant le choix d’un site 5’ d’épissage distal alors que ASF/SF2 favorise le choix d’un site 
proximal (Mayeda and Krainer, 1992). Ces effets opposés semblent s’expliquer par l’action 
différente de ces deux protéines sur le recrutement de la snRNP U1 (Eperon et al., 2000). En 
effet, alors que ASF/SF2 favorise le recrutement de la snRNP U1 sur les sites 5’ d’épissage 
proximaux, hnRNP A1 interfère avec cette liaison et dans ce cas c’est l’affinité de la snRNP 
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U1 pour des sites individuels qui détermine le choix du site d’épissage (Eperon et al., 2000). 
Ainsi, il a été mis en évidence que la modification du ratio entre hnRNP A1 et ASF/SF2 
permet de moduler l’inclusion/exclusion d’exons alternatifs in vitro, en fonction de la taille de 
l’exon et de la force des sites d’épissage mis en jeu (Mayeda et al., 1993). 
Le mécanisme d’action de hnRNP A1 pour l’exclusion de l’exon 7B de son propre pré-
ARNm a également été caractérisé (Blanchette and Chabot, 1999). Il a été mis en évidence 
que hnRNP A1 se lie aux éléments de séquence CE1a et CE4 situés de part et d’autre de 
l’exon 7B. L’homodimérisation de hnRNP A1, contrôlée par le domaine RGG (Cartegni et 
al., 1996), contribue à disposer les sites 5’ d’épissage de l’exon 7 et 3’ d’épissage de l’exon 8 
à proximité, afin d’exclure l’exon 7B (Blanchette and Chabot, 1999).  
Finalement, le mécanisme d’action de hnRNP A1 pour la régulation négative de l’épissage du 
pré-ARNm Tat de HIV a été suggéré (Zhu et al., 2001). En effet, il est supposé que 
l’inhibition de l’excision de l’intron en aval de l’exon 3 soit due à la liaison coopérative de 
plusieurs protéines hnRNP A1 sur l’exon 3 du pré-ARNm de Tat, initiée au niveau du site de 
liaison de haute affinité ESS3 (« Exon Splicing Silencer 3 »). Il a été suggéré que la 
propagation de la liaison de hnRNP A1 jusqu’à l’extrémité 5’ de l’exon puisse s’étendre 
jusqu’à masquer physiquement le site 3’ d’épissage (Zhu et al., 2001). Une autre proposition, 
qui est en accord avec l’action compétitrice entre hnRNP A1 et les protéines SR, est 
d’envisager que la liaison coopérative de hnRNP A1 empêche la fixation d’une protéine SR 
sur des sites ESE (« Exon Splicing Enhancer ») de l’exon 3, perturbant le choix du faible site 
3’ d’épissage (Zhu et al., 2001). 
 
La possibilité que hnRNP A1 soit impliquée dans l’export des ARNms a été suggérée suite à 
l’observation de sa capacité à faire la navette entre le noyau et le cytoplasme, et à lier des 
ARNms dans les deux compartiments (Michael et al., 1995b; Pinol-Roma and Dreyfuss, 
1992; 1993(Mili et al., 2001). De plus, il a été mis en évidence que l’export de hnRNP A1 
nécessite au moins un domaine de liaison à l’ARN et qu’un mutant des domaines RRMs de 
hnRNP A1 reste nucléaire, ce qui est en accord avec l’hypothèse d’un export de hnRNP A1 
lié à l’ARNm (Guil et al., 2006; Weighardt et al., 1995). D’autre part, des analyses par 
microscopie chez l’insecte chironomus tentans, ont permis de montrer l’association spécifique 
d’un homologue de hnRNP A1, hrp36, avec un ARNm en transit vers le cytoplasme via le 
pore nucléaire (Visa et al., 1996). Finalement, hnRNP A1 a été impliquée dans l’export 
nucléaire de l’ARNm de DHFR (« dihydrofolate reductase ») dans des expériences effectuées 
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dans des oocytes de xénope (Izaurralde et al., 1997). Ainsi, il a été proposé que hnRNP A1 
constitue une protéine adaptatrice impliquée dans l’export des ARNms (Gallouzi,2001). 
 
Récemment, des expériences de surexpression et d’analyse de la stabilité d’ARNms ont 
permis de mettre en évidence l’implication de hnRNP A1 dans la stabilisation des ARNms 
COL1A1, 1A2 et 3A1 (Thiele et al., 2004) ainsi que p14(ARF) et p16(INK4a) (Zhu et al., 
2002). 
 
Il a été mis en évidence que hnRNP A1 pouvait agir en tant que protéine générale de liaison à 
l’ARN dans l’inhibition de la traduction dépendante de la coiffe (Svitkin et al., 1996). 
Récemment, des travaux de l’équipe d’accueil ont montré que le rôle régulateur de hnRNP A1 
dans la traduction pouvait se faire de manière spécifique. En effet, des études d’interaction 
ARN-protéine, de surexpression de hnRNP A1 dans des essais de traduction in vitro, et 
d’extinction d’expression par interférence à l’ARN en culture cellulaire, sur la traduction de 
l’ARNm FGF-2, ont permis de caractériser hnRNP A1 comme un ITAF de l’IRES de FGF-2, 
induisant sa traduction dépendante de l’IRES (Bonnal et al., 2005). 
 
I-4- La régulation de la localisation subcellulaire de hnRNP A1 
 
Dans les cellules de mammifères, la quantité de hnRNP A1 qui fait la navette continuelle 
entre le noyau et le cytoplasme est frappante. Il a été estimé que 120 000 molécules de hnRNP 
A1 étaient exportées du cytoplasme par minute, et étaient rapidement réimportées dans le 
noyau de telle manière que la localisation prédominante de hnRNP A1 à l’équilibre est 
nucléaire (Michael et al., 1995a). Il est important de noter que hnRNP A1 peut être localisée 
dans le cytoplasme de manière régulée. Par exemple, l’infection de cellules par des 
picornavirus tel que le rhinovirus humain (RVH), résulte en la protéolyse de composants 
spécifiques du complexe de pore nucléaire, engendrant un défaut d’import nucléaire et une 
localisation cytoplasmique de plusieurs protéines, dont hnRNP A1 (Gustin and Sarnow, 2001; 
Gustin and Sarnow, 2002). De plus, différents stress sur des cellules de mammifères tels 
qu’un choc osmotique ou des irradiations aux UVC, induisent une accumulation 
cytoplasmique de hnRNP A1. Cette localisation cytoplasmique dépend de l’activation de la 
voie p38/MAPK-Mnk1/2 qui induit la phosphorylation de hnRNP A1 au niveau de résidus 
sérine de son extrémité C-terminale (Allemand et al., 2005; Guil et al., 2006; van der Houven 
van Oordt et al., 2000). Cette accumulation cytoplasmique a été expliquée par une inhibition 
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de l’import de hnRNP A1 qui, lorsqu’elle est phosphorylée, n’est plus capable d’interagir 
avec la transportin trn1 qui est une protéine de 90 kDa interagissant avec le récepteur d’import 
nucléaire l’importine-beta (Allemand et al., 2005).  
Comme nous l’avons vu dans l’introduction, le changement de localisation subcellulaire de 
hnRNP A1 sous stress permet de réguler l’activité d’épissage de hnRNP A1 (van der Houven 
van Oordt et al., 2000). Cependant, le rôle de cette relocalisation cytoplasmique sur les autres 
étapes de l’expression des gènes régulées par hnRNP A1, et notamment sur la traduction 
IRES-dépendante, n’a jamais été mis en évidence. Notre première hypothèse de travail a été 
d’envisager cette relocalisation subcellulaire comme un moyen de réguler l’activité 
traductionnelle de hnRNP A1.  
 
I-5- hnRNP A1 dans les cancers 
 
Différentes études ont montré que hnRNP A1 était surexprimée dans différents types de 
cancers et notamment dans les cancers du sein (Cf Tableau 3). Le rôle de hnRNP A1 dans le 
phénotype tumoral a été récemment mis en évidence dans une étude qui révèle que la 
surexpression de cette protéine dans des cellules immortalisées NIH-3T3 induit la formation 
de colonie en agar mou ainsi que le développement de tumeurs chez la souris « nude » (Karni 
et al., 2007). De plus, dans les leucémies myéloïdes chroniques, l’activité de trafic nucléo-
cytoplasmique de hnRNP A1 joue un rôle dans la prolifération cellulaire, dans la survie et 
dans la différentiation de cellules normales et transformées (Iervolino et al., 2002). 
Cependant, une étude de l’importance d’une relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 dans 
















II- Objectifs de l’étude  
 
 
Au vu des caractéristiques de la mRBP hnRNP A1, nous nous sommes proposés de répondre 
à deux questions : 
 
 
Le contrôle de la localisation subcellulaire de hnRNP A1 constitue-t-il un moyen de réguler la 
traduction dépendante de l’IRES?? 
 
 































































































I- La régulation de la localisation cytoplasmique de hnRNP A1 contrôle l’initiation de la 
traduction de plusieurs ARNms  
 
 
I-1- Article I : « Cytoplasmic relocalisation of hnRNP A1 controls translation initiation 
of specific mRNAs » 
Cammas, A., Pileur, F., Bonnal, S., Lewis, S.M., Leveque, N., Holcik, M. and Vagner, S. 
(2007) Mol Biol Cell, 18, 5048-5059 
 
I-1-1- Modèles d’étude 
 
 Les deux modèles que nous avons étudiés afin de déterminer si la localisation 
cytoplasmique de hnRNP A1 constitue un moyen de réguler la traduction dépendante de 
l’IRES sont ceux du contrôle de la traduction dépendante de l’IRES de rhinovirus (HRV) et 
du facteur pro-apoptotique apaf-1 dans des conditions respectives d’infection par HRV et 
d’irradiation aux UVC.  
 
En effet, concernant HRV, il a été mis en évidence que : 
- HRV est un virus avec un cycle réplicatif strictement cytoplasmique (Whitton 
et al., 2005), dont la traduction est contrôlée de manière dépendante de l’IRES 
(Borman et al., 1995; Jackson and Kaminski, 1995). 
 
- Sous infection par le rhinovirus, hnRNP A1 est délocalisée dans le cytoplasme 
(Gustin and Sarnow, 2002). 
 
Concernant apaf-1, il a été mis en évidence que : 
- La traduction dépendante de l’IRES d’apaf-1 est activée sous UVC 
(Ungureanu et al., 2006). 
 
- HnRNP A1 est relocalisée dans le cytoplasme sous irradiation aux UVC (van 




Nous avons donc supposé que (i) hnRNP A1 puisse être un ITAF des ARNms HRV et 
apaf-1 et (ii) la redistribution subcellulaire de hnRNP A1 sous infection rhinovirale et sous 
UVC permet de réguler respectivement l’activité traductionnelle dépendante de l’IRES de 
HRV et d’apaf-1. 
 
I-1-2- Stratégie expérimentale 
 
 I-1-2-1- Etude de l’interaction de hnRNP A1 avec les IRES de HRV et apaf-1 
 
Des expériences de couplage covalent aux UVs entre des extraits nucléaires de 
cellules HeLa et les ARNs radiomarqués correspondant à la région 5’NTR de rhinovirus et 
d’apaf-1, suivi d’une immunoprécipitation avec un anticorps monoclonal dirigé contre hnRNP 
A1, nous ont permis d’étudier l’interaction directe entre hnRNP A1 et ces régions 5’NTR. 
Des expériences de chromatographie d’affinité sur ARN, nous ont permis de définir le site de 
liaison de hnRNP A1 sur l’IRES de rhinovirus. Nous avons également déterminé la constante 
d’affinité de cette interaction grâce à des expériences de rétention sur filtre. 
  
I-1-2-2- Etude de la traduction dépendante de l’IRES de HRV et d’apaf-1 
 
Les niveaux de traduction dépendante de l’IRES de HRV et apaf-1 sont 
déterminés grâce à la transfection de vecteurs bicistroniques Luciférase Renilla (LucR)- 
Luciferase Firefly (LucF) dans différents types cellulaires. Un éventuel événement cryptique, 
générant un ARNm monocistronique, est contrôlé par l’analyse des activités luciférases 
résiduelles après ciblage de l’ARNm LucR par siARN. En absence d’événement cryptique, un 
seul ARNm bicistronique est synthétisé et, dans ce cas, le siARN dirigé contre LucR induit 
une diminution proportionnelle des activités luciférases. Par contre, en présence d’événement 
cryptique et d’un ARNm monocistronique LucF insensible à l’action du siARN dirigé contre 
LucR, l’activité résiduelle de LucF sera plus grande que celle de LucR. Lorsqu’une activité 
cryptique est détectée, l’analyse de la traduction dépendante de l’IRES est faite par 







I-1-2-3- Etude de l’effet de hnRNP A1 cytoplasmique sur la traduction 
dépendante de l’IRES 
 
Des expériences d’extinction d’expression par siARN permettent de 
déterminer l’implication de hnRNP A1 dans la régulation de la traduction dépendante des 
IRES de HRV et d’apaf-1.   
Nous avons exprimé un mutant cytoplasmique de hnRNP A1 qui est délété de 
son domaine de localisation M9 (hnRNP A1 ΔM9). Pour palier a la faible efficacité d’une co-
transfection d’un plasmide codant pour hnRNP A1 ΔM9 et du vecteur bicistronique mesurant 
l’activité IRES, l’ORF de hnRNP A1 ΔM9 est clonée dans le premier cistron d’un vecteur 
bicistronique contenant l’ORF de LucF dans le second cistron qui représente l’activité IRES 
de l’espace inter-cistronique constitué des IRES de HRV ou de apaf-1.  
Des expériences d’immunofluorescence, nous ont permis de vérifier la 
relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 induite par infection rhinovirale et par irradiation 
aux UVC. L’analyse de la traduction dépendante de l’IRES régulée par hnRNP A1 a été faite 




















factors. However, a definitive proof for this hypothesis is
missing because of the lack of proper experimental design to
force the RNA to enter the nucleus upon transfection.
Another intriguing possibility is that these translational
trans-acting factors relocalize to the cytoplasm before they
are able to bind to their cognate mRNAs. One advantage of
this model is that it provides another layer of translational
regulation through subcellular relocalization of trans-acting
factors. Such regulation has been demonstrated for splicing
events, because stress-induced relocalization of hnRNP A1
to the cytoplasm changes alternative splicing patterns of
splicing reporters in cell culture (van der Houven van Oordt
et al., 2000).
Here, we have studied the link between the subcellular
localization of an mRNA binding protein and its ability to
control translation initiation. We have focused our study on
hnRNP A1, because hnRNP A1 is a shuttling protein that
was shown to be associated with poly(A) mRNA in the
cytoplasm (Pin˜ol-Roma and Dreyfuss, 1992; Mili et al., 2001).
hnRNP A1 can act as a general RNA binding protein in
mediating cap-dependent translation inhibition (Svitkin et
al., 1996). However, because hnRNP A1 can also function as
a sequence-specific RNA binding protein (Burd and Drey-
fuss, 1994), it has been a long standing hypothesis that
hnRNP A1 could be a translational regulator of specific
mRNAs (Pin˜ol-Roma and Dreyfuss, 1992; Svitkin et al.,
1996). Consistent with this hypothesis, we have recently
shown that hnRNP A1 promotes IRES-mediated translation
of the human fibroblast growth factor (FGF)-2 mRNA and
inhibits the IRES-mediated translation of the X-linked inhib-
itor of apoptosis (XIAP) mRNA (Bonnal et al., 2005; Lewis et
al., 2007). Importantly, several findings demonstrate that
hnRNP A1 can be relocalized to the cytoplasm in a regulated
manner. For example, infection of cells with picornaviruses,
including the human rhinovirus (HRV), leads to proteolysis
of specific components of the nuclear pore complex, which
in turn results in the cytoplasmic relocalization of several
proteins, including hnRNP A1 (Gustin and Sarnow, 2001).
Because the replicative cycle of picornaviruses is entirely
carried out in the cytoplasm of the infected host cell, it is
possible that the cytoplasmic redistribution of hnRNP A1
modulates the activity of the rhinovirus IRES. Furthermore,
activation of the mitogen-activated protein kinase(3/6)-p38
signaling pathway in mammalian cells stressed by osmotic
shock or UVC irradiation results in phosphorylation-depen-
dent cytoplasmic accumulation of hnRNP A1 (van der
Houven van Oordt et al., 2000; Allemand et al., 2005). Inter-
estingly, UVC-dependent IRES-mediated translational con-
trol has recently been demonstrated for the apoptotic pep-
tidase activating factor 1 (apaf-1) mRNA (Ungureanu et al.,
2006), which encodes a proapoptotic protein involved in the
formation of the apoptosome (Schafer and Kornbluth, 2006).
The above-mentioned observations prompted us to exam-
ine the involvement of hnRNP A1 in HRV and apaf-1 IRES-
mediated translation and to investigate the influence of the
cytoplasmic relocalization of hnRNP A1 on HRV and apaf-1
IRES activities. We report that both the HRV IRES and the
apaf-1 IRES bind hnRNP A1. We show that hnRNP A1 has
an opposite effect on these IRESs, because it activates HRV
IRES activity but inhibits apaf-1 IRES-mediated translation.
The cytoplasmic redistribution of hnRNP A1 after rhinovi-
rus infection leads to enhanced HRV IRES activity in the
cytoplasm, whereas the cytoplasmic relocalization of hnRNP
A1 after UVC irradiation limits the UVC-triggered transla-
tional activation of the apaf-1 IRES in the cytoplasm. To-
gether, our data demonstrate that the cytoplasmic relocal-
ization of hnRNP A1 is pivotal in regulating IRES-mediated
translation after rhinovirus infection and UVC-triggered ap-
optosis.
MATERIALS AND METHODS
Plasmid Constructs and Primers
See Supplemental Figure S4 and Supplemental Table S4 for primer sequences
used for cloning. Sequences of primers used to generate polymerase chain
reaction (PCR) DNA templates for in vitro transcription are found in Supple-
mental Table S5.
Cell Culture, Rhinovirus Infection, and UVC Irradiation
The human rhinovirus was incubated 1 h with HeLa cells plated on 24-well
plates. Next, the virus inoculum was removed, and fresh medium was added
to the culture. Cells were subsequently incubated at 37°C for 10 h before
harvesting and analysis. UVC irradiation (300 J/m2) was performed on 10-cm
culture dishes of 293T cells (80% confluence) in a Stratalinker (Stratagene,
La Jolla, CA). Cells were incubated 8 h at 37°C before harvesting and analysis.
Cell Transfections
For DNA transfection, cells were transfected using FuGENE 6 (Roche Diag-
nostics, Basel, Switzerland) following the supplier’s instructions. Cells were
subsequently incubated at 37°C for 24 h before harvesting and analysis. For
RNA transfection, cells were transfected using Lipofectamine 2000 (Invitro-
gen, Carlsbad, CA) with 0.5 g of each bicistronic RNA. Cells were incubated
at 37°C for 6 h before harvesting and analysis.
Enzymatic Activities
The luciferase activities were measured using the Dual Glo Luciferase kit
(Promega, Madison, WI) and a microplate luminometer (Berthold Technolo-
gies, Bad Wildbad, Germany). Briefly, 10 l cell lysate was combined sequen-
tially with Firefly and then Renilla luciferase-specific substrates according to
the protocol supplied by the manufacturer. Light emission was measured 3 s
after addition of each of the substrates and integrated over a 10-s interval.
RNA Interference (RNAi)
Small interfering RNA (siRNA) oligonucleotides against hnRNP A1 (A1-1:
5-AAGGGAGGAAAUUUUGGAGGC-3 [Patry et al., 2003]; A1-2: 5-GCU-
CUUCAUUGGAGGGUUG-3 [Bonnal et al., 2005]), PTB (PTB-P1: 5-AACU-
UCCAUCAUUCCAGAGAA-3 [Wollerton et al., 2004); PTB-Bis: 5-AAGCCU-
CUUUAUUCUUUUCGG-3), unr (5-AAUGGUACUUCAGCAGCACUG-3), a
control siRNA (control: 5-GGUCCGGCUCCCCCAAAUG-3), and an siRNA
targeting the RLuc open reading frame (ORF) (5-GGGAUGAAUGGCCU-
GAUAUUGA-3 [Sherrill et al., 2004]) were synthesized by Eurogentec (Sera-
ing, Belgium). Transfections were performed on 30–50% confluent cells with
a siRNA concentration of 200 nM. siRNAs were transfected in HeLa cells with
Oligofectamine (Invitrogen) according to the manufacturer’s recommenda-
tions. Western blot analysis was performed 48 h posttransfection.
UV Cross-linking, Immunoprecipitation, and
Two-dimensional (2D) Gel Analysis
UV cross-linking experiments and immunoprecipitation of cross-linked
hnRNP A1 with the 4B10 monoclonal antibody (mAb) were performed as
described previously (Bonnal et al., 2005). Protein extracts (10 g) were mixed
with in vitro transcribed 32P-labeled RNAs (150,000 cpm) in buffer GS (5 mM
HEPES-KOH, pH 7.6, 30 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.2 mM dithiothreitol, and
4% glycerol) for 10 min. The reaction mixtures were irradiated on ice with UV
light (254 nm) in a Stratalinker (Stratagene) at 0.4 J/cm2 at 10-cm distance.
Five units of RNAse ONE (Promega) was then added, and the reaction
mixtures were incubated for 45 min at 37°C. SDS gel loading buffer was added
and the samples were boiled 2 min before fractionation on a 10% SDS-
polyacrylamide gel. For immunoprecipitation of UV cross-linked proteins, the
RNAse ONE-treated samples were diluted in 150 l of IP buffer (50 mM
Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, and 1% Triton X-100), pre-
cleared and mixed with 1 l of anti-hnRNP A1 mAb (4B10). The mixtures
were allowed to rotate 1 h at 4°C. Then, 50 l of protein A beads was added
to the mixtures, and incubation was continued for 1 h at 4°C. After extensive
washing of the beads, the bound proteins were eluted in SDS-loading buffer.
The 2D gel electrophoresis analysis was performed with the ZOOM IPGRun-
ner System from Invitrogen. Briefly ZOOM strips pH 3–10NL (Invitrogen)
were rehydrated overnight in a rehydration buffer containing 8 M urea, 2%
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]propanesulfonate, 0.5% ZOOM
carrier ampholytes, pH 3–10 (Invitrogen), 0002% bromphenol blue, and the
samples. The ZOOM strips were then subjected to Isoelectric focusing follow-
ing the manufacturer’s instructions. For the second dimension NuPAGE
Novex 4–12% Bis-Tris ZOOM gels (Invitrogen) were used. The cross-linked
proteins were visualized by autoradiography after fixation and drying of the gel.
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Streptavidine Acrylamide Precipitation with Biotinylated
RNA
This experiment was performed as described previously (Vagner et al., 1995).
One microliter of biotinylated RNA (200 ng/l in solution containing 2
mg/ml calf liver tRNA (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) was incu-
bated with 1 l of a S-labeled PTB protein (translated in wheat germ extract)
in 8 l of KHN buffer (150 mM KCl, 20 mM HEPES, pH 7.9, 0.05% Nonidet
P-40, and 0.2 mM dithiothreitol) for 1 h at 25°C. The mixture was then diluted
with 500 l of KHN buffer, transferred to a tube containing 30 l of strepta-
vidin acrylamide beads (Pierce Chemical, Rockford, IL), and incubated 1 h at
20°C. The beads were collected by centrifugation, washed four times with 1
ml of KHN buffer, resuspended in 10 l of sample buffer, and boiled for 5 min.
After centrifugation, the supernatant was loaded on to an SDS-polyacryl-
amide gel electrophoresis (PAGE) gel. The gel was exposed after electro-
phoresis and after a fluorography treatment using Amplify (GE Healthcare,
Chalfont, St. Giles, United Kingdom).
Nitrocellulose Filter Binding Assays
Increasing amounts of a purified glutathione transferase (GST)-A1 were
added to in vitro transcribed 32P-labeled RNAs corresponding to the HRV or
apaf-1 IRESs in a total volume of 10 l of GS binding buffer containing 400 ng
of yeast tRNA. The mixture was allowed to incubate 10 min at room temper-
ature. Eight microliters of each binding reaction was applied on a presoaked
nitrocellulose membrane on a slot dot apparatus (Hybrislot manifold; Invitro-
gen) under moderate suction. Each slot dot was washed with 200 l of room
temperature GS buffer, and the membranes were dried for 1 h at room
temperature. The filters were exposed in a PhosphorImager cassette (GE
Healthcare) for 3 h and revealed. The quantifications were performed with the
ImageQuant version 1.1 software, and the data were corrected for the back-
ground (RNA retention without any added protein), which was 2%. The
fraction of RNA bound was plotted against the protein concentration. Binding
curves of three independent experiments were fitted by using SigmaPlot
(Systat Software, Point Richmond, CA) to determine the apparent dissociation
constants.
RNAse Protection Assay (RPA)
RNA was isolated from transfected cells with the use of TRIzol RNA reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. The RPA was per-
formed using the Ambion RPA III kit (Ambion, Austin, TX). Antisense RNA
probes were generated by T7-polymerase transcription by using PCR frag-
ments amplified from pCRHRVL with the primers described in Supplemental
Figure S6 and Supplemental Table 2. In addition, actin cDNA was used as an
internal control. The probes were radiolabeled with [32P]UTP and 60,000
cpm of each probe were hybridized together with 5 g of total RNA per
sample. The hybridized fragments were separated by polyacrylamide-urea
gel electrophoresis and visualized by autoradiography. The gels were also
exposed in a phosphorimager for quantification.
Western Blot Analysis
Protein analyses by Western blot on whole cell lysates were performed with
standard protocols and a mAb against hnRNP A1 (4B10; Abcam, Cambridge,
United Kingdom), a mAb against PTB (BB7; gift from Douglas Black, HHMI,
University of California, Los Angeles), a polyclonal antibody against unr (gift
from He´le`ne Jacquemin-Sablon, Inserm Bordeaux), or a polyclonal antibody
against actin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Immunocytochemistry and Immunofluorescence
Experiments
Cell lines were grown on sterilized glass slides (Dako Denmark, Glostrup,
Denmark). For immunocytochemistry, the slides coated with cells were fixed
for 3 min in RCL2 fixative (AlphelysSA, Plaisir, France). Immunocytochem-
istry was then performed using a Techmate Horizon (Dako Denmark) slide
processor. The primary antibody directed against hnRNPA1 (clone 4B10,
dilution 1:6000; Abcam) or directed against the hemagglutinin (HA) epitope
(Eurogentec) was incubated for 60 min and revealed using a streptavidin-
biotin complex reagent (Envision; Dako Denmark). The slides were counter-
stained with hematoxylin. For immunofluorescence, cells were fixed in 3%
paraformaldehyde for 15 min and permeabilized in 0.2% Triton for 5 min.
Nonspecific binding sites were blocked by incubation with 0.1 M phosphate-
buffered saline (PBS) and 1% bovine serum albumin for 30 min at room
temperature. Subsequently, cells were incubated for 1 h with the anti-hnRNP
A1 monoclonal primary antibody (4B10), followed by a 30-min incubation
with an anti-mouse immunoglobulin G fluorescein isothiocyanate conjugate
secondary antibody (Sigma-Aldrich). Cells were examined with a Leitz fluo-
rescence microscope with a 63 objective.
Polysomal Fractionation Analysis and Northern Blot
293T cells (30 millions) were treated with 0.1 mg/ml cycloheximide (CHX) for
15 min at 37°C, washed twice with ice-cold PBS/CHX, and scraped in PBS/
CHX. After centrifugation 5 min at 3000 rpm, the cell pellet was resuspended
in 400 ml of LSB buffer (20 mM Tris, pH 7.5, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl2, and
100 U/ml RNAsine). After 10 strokes of Dounce homogeneization, 400 ml of
LSB containing 0.2% Triton X-100 and 0.25 M sucrose was added. Cellular
debris was removed by centrifugation. The lysate was layered on an 11.3-ml
continuous sucrose gradient (15–50% sucrose in LSB buffer). After 120 min of
ultracentrifugation at 38,000 rpm in a SW41-Ti rotor at 4°C, the fractions were
collected with an ISCO (Lincoln, NE) density gradient fractionation system
(Foxy Jr fraction collector coupled to UA-6 UV detector). The settings were as
follows: pump speed, 0.75 ml/min; fraction time, 1.2 min/fraction; chart
speed, 120 cm/h; and sensitivity of the OD254 recorder, 2. The absorbance at
254 nm was measured continuously as a function of gradient depth; 15
fractions of 0.9 ml were collected.
RNA from the polysomal fractions were extracted by phenol/chloroform
(after proteinase K treatment) and analyzed by agarose gel and SYBR Green
staining or Northern blot as described below. To detect mRNAs encoding
apaf-1 or actin, we used [-32P]dCTP-labeled DNA PCR fragments (Prime-a-
Gene labeling system; Promega) amplified with the following primers
(Apaf-1: 5-AGAGTGTTACAGATTCAGTAAT-3 and 5-TCTAGTATAT-
GTCTGTATTCCA-3; and Actin: 5-GCGACGAGGCCCAGAGCA-3 and 5-
TGCCAGGGCAGTGATCTC-3).
RESULTS
HnRNP A1 Interacts with the HRV and the apaf-1 IRES
To investigate a possible direct interaction between hnRNP
A1 and the HRV or apaf-1 IRESs, we used an UV cross-
linking assay. Because hnRNP A1 has one of the most basic
isoelectric points among mRNA binding proteins (Swanson
and Dreyfuss, 1999; Figure 1Ai), migration of the cross-
linked proteins was performed by two-dimensional gel elec-
trophoresis, allowing for its easy separation from other
mRNA binding proteins. 32P-labeled FGF-2 IRES RNA was
used as a control RNA in these experiments, because we
demonstrated previously an interaction of hnRNP A1 with
this IRES (Bonnal et al., 2005). We indeed observed a cross-
linked RNA–protein complex migrating at the size (34 kDa)
and isoelectric point (basic) of hnRNP A1 (Figure 1Aii). We
next performed this experiment with four 32P-labeled RNAs
corresponding to the HRV, the encephalomyocarditis virus
(EMCV), the apaf-1, and the bag-1 IRESs. The EMCV and the
bag-1 IRESs were used as control RNAs, because they are
not known to interact with hnRNP A1 (Pileur and Vagner,
unpublished data). Although a cross-linked RNA–protein
complex was found at the migration position of hnRNP A1
when using the HRV and the apaf-1 IRESs, no cross-linked
RNA–protein complex was found for the EMCV and bag-1
IRESs (Figure 1Aiii).
We next examined whether the 34-kDa protein cross-
linked to the HRV and apaf-1 IRESs was immunologically
related to hnRNP A1 by immunoprecipitating the UV cross-
linked RNA–protein complexes with the hnRNP A1-specific
4B10 mAb. The 34-kDa protein was detected after immuno-
precipitation of the UV cross-linked proteins from both
IRESs, but not from the EMCV IRES, showing that hnRNP
A1 interacts directly and specifically with the HRV and
apaf-1 IRESs (Figure 1B).
As a complementary approach to demonstrate an interac-
tion between hnRNP A1 and both IRESs, we used an RNA
affinity chromatography procedure in which biotinylated in
vitro transcribed RNAs were incubated with a 35S-labeled
hnRNP A1 protein that was in vitro translated in rabbit
reticulocyte lysate (RRL) (Figure 1C). Analysis of the com-
plexes bound to streptavidin beads showed that the labeled
full-length hnRNP A1 protein was retained on beads loaded
with the HRV or apaf-1 IRESs (Figure 1C, compare lanes 4
and 5 with lane 1; 10% of the input is retained), but it was
very poorly retained on empty beads or on beads loaded
with the EMCV IRES (Figure 1C, lanes 2 and 3; see also
Supplemental Figure S1). Noteworthy, truncated hnRNP A1
proteins, resulting from spurious translation initiation or
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termination events frequently observed in RRL, were
equally retained on any of the tested beads (Figure 1C).
Together, these data confirm that hnRNP A1 is able to
interact specifically with both IRESs. This experiment also
Figure 1. hnRNP A1 binds to the human apaf-1
and rhinovirus IRES. (Ai) Western immunoblot
(A1) analysis of hnRNP A1 after 2D gel electro-
phoresis of HeLa nuclear extract was done with the
4B10 mAb against hnRNP A1. (ii and iii) UV cross-
linking of HeLa cell nuclear extracts (NE) with 32P-
labeled RNAs corresponding to the 5 UTRs of the
FGF-2 mRNA (ii) or to the HRV, EMCV, apaf-1, and
bag1 mRNAs (iii). UV-cross-linked proteins were
analyzed by 2D gel electrophoresis. Molecular-
weight markers in kilodaltons are indicated at the
right-hand side of each gel. pI represents the isoelec-
tric point. The red circle indicates the position of
hnRNP A1 migration. (B) UV cross-linking of HeLa
NE with 32P-labeled HRV, apaf-1 and EMCV 5 UTR
RNAs. The positions of protein molecular-weight
markers in kilodaltons are indicated at the left-hand
side of the gels. Immunoprecipitation (IP) of cross-
linked RNA-protein complexes was performed with
(A1) or without (mock) the 4B10 mAb. (C) Strepta-
vidin acrylamide bead precipitation of hnRNP A1
protein with biotinylated RNA. 35S-labeled in vitro-
translated hnRNP A1 protein was incubated with
biotinylated RNAs corresponding to the HRV and
apaf-1 5 UTRs. The biotinylated RNA–35S-protein
complexes were then precipitated with streptavidin
acrylamide beads and analyzed by SDS-PAGE. The
RNAs used corresponded to the EMCV IRES (lane
3), the HRV IRES (lane 4), and the apaf-1 IRES (lane
5). Lane 1 corresponds to 15% of the input/assay;
lane 2 corresponds to incubation of the proteins with
the beads in the absence of RNA. Bands indicated
with a star represent truncated forms of hnRNP A1
resulting from spurious translation initiation/termi-
nation events in RRL. Experiments were performed
at least five times. (D) hnRNP A1 binding curve to
the HRV and apaf-1 5 UTR RNAs. Filter binding
assays were carried out and evaluated as described
in Materials and Methods. Filter-bound RNA is plot-
ted as function of the protein concentration and cor-
rected for the fraction of active protein. Curves were
fitted to average data points of three independent
experiments.
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allowed us to identify two mutants (consisting of only four
to five substitutions) of the HRV IRES that had lost their
interaction with hnRNP A1 (Supplemental Figure S1).
To further determine the binding characteristics of hnRNP
A1 for both IRESs, we measured the apparent equilibrium
dissociation constant (Kd) of hnRNP A1 for the IRES-con-
taining RNA sequences by using a nitrocellulose filter bind-
ing assay. Binding experiments were carried out by incubating
variable amounts of a recombinant Escherichia coli-produced
GST-hnRNP A1 protein (GST-A1) with a constant amount of
RNA. The apparent Kd of the binding reaction was estimated
by determining the concentration of protein at which half-
maximum binding was observed. We found that the Kd of
recombinant GST-A1 protein is 200 nM for the HRV IRES
and 270 nM for the apaf-1 IRES (Figure 1D). Noteworthy,
this affinity is comparable with the affinity defined between
hnRNP A1 and the FGF-2 IRES in our previous work (Bonnal
et al., 2005). Together, these data demonstrate that hnRNP A1
interacts specifically with both HRV and apaf-1 IRESs.
siRNA-mediated Knockdown of hnRNP A1 Expression
Reduces HRV IRES Activity
To address the functional consequences of hnRNP A1 bind-
ing on these IRESs, we transfected bicistronic constructs
containing an upstream Renilla luciferase gene (RLuc) and a
downstream firefly luciferase gene (FLuc) in HeLa cells (Fig-
ure 2A). In such a bicistronic mRNA, the RLuc activity
reflects cap-dependent translation, and it is expected to be
proportional to the amount of RNA present in the cell,
whereas the FLuc activity measures the IRES-dependent
translation. Therefore, the FLuc/RLuc ratio represents the
IRES activity normalized to the amount of RNA present in
the cell. We found that the FLuc/RLuc ratio for the EMCV,
the HRV, and the apaf-1 IRES-containing DNA constructs
were, respectively, 75-, 80-, or 12-fold the ratio obtained
with the “no IRES” control (Figure 2B). Because the FLuc/
RLuc ratio after DNA transfection may also be related to a
nuclear event, such as the use of a cryptic promoter or splice
site in the IRES sequence, we used siRNA to knock down
transcripts containing the upstream (RLuc) coding region as
a control experiment to detect cryptic monocistronic tran-
Figure 2. siRNA-mediated depletion of hnRNP A1 reduces HRV
IRES activity. (A) Schematic representation of the bicistronic vectors
or capped bicistronic mRNAs containing a 20-nucleotide-long poly
(A) tail. CMV, cytomegalovirus promoter; RLuc, luciferase Renilla
ORF; FLuc, luciferase firefly ORF. (B) The FLuc/RLuc activity ratio
was measured in extracts of HeLa cells transfected with bicistronic
vectors (DNA) (24 h posttransfection) or in vitro synthesized mR-
NAs (RNA) (6 h posttransfection). Bicistronic constructs containing
the EMCV, the HRV, or the apaf-1 IRES were used. A no IRES
construct was used as a control. The RLuc and FLuc values are
shown in Supplemental Table S1. (C) The consequences of siRNA
treatments were analyzed 48 h after siRNA transfection by Western
immunoblotting with the indicated antibodies.  A1 corresponds to
the monoclonal 4B10 antibody (Abcam),  PTB corresponds to a
monoclonal Bb7 antibody provided by D. Black,  unr corresponds
to a polyclonal antibody provided by H. Jacquemin-Sablon, and 
actin corresponds to an actin polyclonal antibody (Sigma-Aldrich).
The control lane corresponds to a transfection with a control siRNA.
The RLuc and FLuc values are shown in Supplemental Table S2. (D)
siRNA-mediated reductions in the expression of hnRNP A1,
hnRNPI/PTB, or unr lead to various degrees of reduction in HRV
IRES activity. The FLuc/RLuc ratio (AU, arbitrary units) driven by
the HRV IRES or the no IRES construct were measured in extracts of
HeLa cells transfected with bicistronic plasmids. The FLuc/RLuc
ratio was arbitrarily set to 100 for extracts of HeLa cells transfected
with the bicistronic plasmid containing the HRV IRES in the pres-
ence of the control siRNA. (E) siRNA-mediated reduction in the
expression of hnRNP A1 reduces HRV IRES activity after DNA
transfection, but not RNA transfection. The FLuc/RLuc ratio driven
by the HRV IRES, the EMCV IRES or the no IRES construct was
measured in extracts of HeLa cells transfected with bicistronic plas-
mids (DNA) or in vitro-synthesized mRNAs (RNA), and treated or
not (control) with siRNAs targeting hnRNP A1 (A1 siRNA) or unr
(unr siRNA). These experiments were performed at least three
times.
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scripts (Sherrill et al., 2004) (Supplemental Figure S2). In this
experiment intact bicistronic mRNAs containing both the
RLuc and FLuc open reading frames are targeted by the
RLuc siRNA, and therefore the levels of both RLuc and FLuc
should be reduced comparably. If a cryptic nuclear event
occurs that allows the production of monocistronic FLuc
mRNAs, then the FLuc levels should not be reduced as
much as RLuc levels after RLuc RNAi treatment. We found
that the expression of FLuc was affected by a cryptic event
present for the apaf-1 IRES, because the downstream (FLuc)
reporter activity was not reduced in proportion to the up-
stream (RLuc) reporter activity after RNAi treatment; no
cryptic nuclear events were detected for the HRV IRES
(Supplemental Figure S2). We therefore concluded that
apaf-1 IRES activity could not be measured after DNA trans-
fection of our bicistronic vector construct. As a means to
study the apaf-1 IRES, we synthesized capped and polyad-
enylated bicistronic mRNAs in vitro, which we transfected
into the cytoplasm to avoid the effects of confounding nu-
clear events.
After transfection of bicistronic mRNAs, the FLuc/RLuc
ratio for the EMCV, the HRV, and the apaf-1 IRES were,
respectively, 250-, 30-, and 2-fold the ratio obtained with
the no IRES control (Figure 2B). The FLuc/RLuc ratio for
both the HRV and the apaf-1 IRES was therefore lower
(compared with the EMCV IRES) after RNA transfection,
compared with DNA transfection. Importantly, this was not
the case for the EMCV IRES-containing constructs, which
showed that the lower FLuc/RLuc ratio after RNA transfec-
tion is not due to poor quality or design of the in vitro
synthesized mRNA. The higher FLuc/RLuc ratio after DNA
transfection of the apaf-1 IRES-containing construct was
likely due to the previously identified cryptic nuclear event.
After RNA transfection, the very low apaf-1 IRES activity
was about twofold higher than the no IRES control mRNA.
The role of hnRNP A1 on apaf-1 IRES-mediated translation
could not be analyzed in these conditions.
Because no cryptic nuclear events were demonstrated for
the HRV IRES (Supplemental Figure S2), the role of hnRNP
A1 in HRV IRES-mediated translation was investigated.
hnRNP A1 binding-deficient rhinovirus IRES mutants were
affected for activity (Supplemental Figure S1), strongly sug-
gesting a role of this interaction in HRV IRES function. The
effect of siRNA-mediated knockdown of hnRNP A1 expres-
sion on HRV IRES activity after DNA transfection was an-
alyzed with two different siRNAs targeting hnRNP A1, and
it was compared with the decrease measured after siRNA-
mediated knockdown of unr and PTB, two other ITAFs
known to affect the HRV IRES (Hunt et al., 1999; Boussadia
et al., 2003) (Figure 2, C and D). siRNA-mediated depletion
of hnRNP A1 led to a two- to threefold decrease in HRV
IRES activity (Figure 2D). Noteworthy, whereas siRNA-me-
diated reduction in the expression of unr led to a threefold
decrease in HRV IRES activity (consistent with its demon-
strated in vivo effect on HRV IRES-mediated translation;
Boussadia et al., 2003), siRNA-mediated depletion of hnRNP
I/PTB led to only a slight decrease in HRV IRES activity
(Figure 2D) despite the demonstration of an in vitro role for
PTB in HRV IRES-mediated translation (Hunt et al., 1999).
However, the poor effect of PTB knockdown on HRV IRES-
mediated translation may be due to an incomplete reduction
of PTB expression (Figure 2C). Nevertheless, together these
data indicate that hnRNP A1 is a novel ITAF for the HRV
IRES.
Because hnRNP A1 resides primarily in the nucleus, we
hypothesized that the low efficiency of the HRV IRES after
RNA transfection may be due to the low level of hnRNP A1
in the cytoplasm. If this is the case, the HRV IRES activity of
transfected bicistronic mRNA should be insensitive to
siRNA-mediated knockdown of hnRNP A1 expression. In-
deed, whereas the reduction in hnRNP A1 levels decreased
HRV IRES activity after DNA transfection, it had no effect on
IRES activity after RNA transfection (Figure 2E). As ex-
pected, siRNA-mediated knockdown of unr reduced IRES
activity after both DNA and RNA transfections, consistent
with its cytoplasmic localization (Figure 2E). Thus, the relo-
calization of hnRNP A1 to the cytoplasm may be a positive
switch to control HRV IRES-mediated translation.
Cytoplasmic-relocalized hnRNP A1 Activates HRV
IRES-mediated Translation after Rhinovirus Infection
To investigate the role of cytoplasmic hnRNP A1 in HRV
IRES activity, we artificially expressed a cytoplasmically
restricted mutant of hnRNP A1 lacking its carboxy-terminal
M9 shuttling domain (hnRNP A1 M9) (Izaurralde et al.,
1997). To avoid problems associated with poor efficiency of
cotransfection of the hnRNP A1 M9-encoding plasmid and
the bicistronic reporter RNA, we inserted the hnRNP A1
M9 ORF in place of the first cistron of the bicistronic
mRNA (Figure 3A). A control RNA that did not produce the
hnRNP A1 M9 protein was generated by replacing the
hnRNP A1 M9 ORF with a chloramphenicol acetyl trans-
ferase (CAT) ORF. As a control for the specificity of the effect
of hnRNP A1 on the HRV IRES, we also performed the
experiment with the M5 mutant of the HRV IRES that is
strongly reduced in its ability to interact with hnRNP A1, as
judged by the RNA affinity chromatography procedure de-
scribed in Figure 1B (Figure 3B; also see Supplemental Fig-
ure S1). The amount of transfected bicistronic RNAs was
assessed using an RNase protection assay, and it was found
to be equivalent (Figure 3C, top). The proper synthesis and
cytoplasmic localization of the hnRNP A1 M9 mutant was
confirmed by Western blot and immunocytochemistry by
virtue of an amino-terminal HA tag (Figure 3C, bottom, and
D). Expression of the hnRNP A1 M9 protein, but not the
CAT protein, increased the luciferase activity of the bicis-
tronic reporter containing the wild-type HRV IRES, whereas
it did not have any effect on the luciferase activity driven by
the M5 HRV IRES mutant (Figure 3E). Furthermore, expres-
sion of the full-length hnRNP A1 protein did not increase
the luciferase activity of the bicistronic reporter containing
the wild-type HRV (Supplemental Figure S3). Thus, the
expression of a cytoplasmic hnRNP A1 specifically activates
HRV IRES-mediated translation.
The role of the cytoplasmic relocalization of hnRNP A1 on
HRV IRES-mediated translation was further investigated
after rhinovirus infection. Indeed, as expected from Gustin
and Sarnow (2002), we found that rhinovirus infection led to
a partial cytoplasmic relocalization of hnRNP A1 (Figure
4A). We transfected a bicistronic mRNA containing the HRV
IRES in mock- or rhinovirus-infected cells. Compared with
the HRV IRES activity in mock-infected cells, we observed a
slight but significant increase of HRV IRES activity upon
rhinovirus infection (Figure 4B). This effect was specific,
because the EMCV IRES activity was unchanged upon rhi-
novirus infection (Figure 4B). Because several nuclear pro-
teins are relocalized to the cytoplasm upon rhinovirus infec-
tion (Gustin and Sarnow, 2001), we wondered whether the
stimulatory effect was directly linked to hnRNP A1 relocal-
ization to the cytoplasm. We therefore performed siRNA-
mediated knockdown of hnRNP A1 in mock or infected
cells. We observed that rhinovirus infection did not cause an
increase in HRV IRES activity in cells in which the expres-
sion of hnRNP A1 was reduced (Figure 4B). This shows that
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cytoplasmic relocalization of hnRNP A1 induced by rhino-
virus infection promotes HRV IRES-mediated translation.
Cytoplasmic-relocalized hnRNP A1 Inhibits apaf-1
IRES-mediated Translation during UVC Irradiation
We next investigated the involvement of hnRNP A1 in
apaf-1 mRNA translation, because apaf-1 IRES-mediated
translation is activated after UVC irradiation in human em-
bryonic kidney (293T) cells (Ungureanu et al., 2006) and
hnRNP A1 is redistributed to the cytoplasm after UVC irra-
diation (Figure 5A; as expected from van der Houven van
Oordt et al., 2000). To first confirm the effect of UVC irradi-
ation on endogenous apaf-1 mRNA translation, we exam-
ined the polysomal association of this mRNA in 293T cells.
Polysome gradients were prepared from untreated cells or
cells irradiated with a UVC dose of 300J/m2, a dose previ-
ously shown to induce 50% cell death (Ungureanu et al.,
2006). UVC irradiation caused a large decrease in polysomal
mRNAs and a corresponding increase in free ribosomes and
ribosomal subunits, reflecting a global reduction in transla-
tion initiation efficiency (Figure 5B). Northern blot analysis
showed an UVC-dependent decrease in the presence of actin
mRNA in the fractions containing translationally engaged
polysomes (Figure 5Bi and ii, and C), consistent with the
general translation defect. In spite of this, Northern blot
analysis of the apaf-1 mRNA revealed a UVC-dependent
shift of the polysomal distribution of this mRNA toward the
polysomal fractions (Figure 5Bi and ii, and C) showing that
the apaf-1 mRNA was indeed translated better after UVC














































































































Figure 3. Expression of a cytoplasmically restricted hnRNP A1 mu-
tant leads to enhanced HRV IRES activity. (A) Schematic representa-
tion of the bicistronic reporter RNAs used to express a HA-tagged
cytoplasmically restricted hnRNP A1 mutant (A1M9) and a control
protein (CAT), and to quantify rhinovirus IRES-mediated translation.
The wild-type HRV IRES or the M5 mutant of the HRV IRES, which is
reduced in its ability to interact with hnRNP A1 (see Supplemental
Figure 1 and B), were inserted into the intercistronic space. (B) Strepta-
vidin acrylamide precipitation of hnRNP A1 protein with biotinylated
RNA. The RNAs used corresponded to a control RNA (lane 3), the
wild-type HRV 5 UTR (lane 4) or the M5 mutant of the HRV 5 UTR
(lane 5). Lane 1 corresponds to 15% of the input/assay; lane 2 corre-
sponds to incubation of the proteins with the beads without RNA (C)
Top, RPA using an antisense probe for the FLuc ORF (anti-FLuc).
Bottom, Western-blot analysis of the expression of the mutant cyto-
plasmic hnRNP A1 by using an antibody against the HA tag ( HA).
An actin Western blot was used as a loading control. (D) Immunocy-
tochemistry experiments in HeLa cells were performed with the HA-
tag antibody. (E) FLuc activity was measured in extracts of HeLa cells
transfected with the various mRNAs, as indicated below the graph.
This activity was normalized to the amount of transfected mRNAs
measured by RPA experiments. The FLuc activity was arbitrarily set to
1 for the conditions corresponding to the transfection of the control
CAT-HRV mRNA. These experiments were repeated three times for D,
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Figure 4. HRV IRES activity is stimulated upon rhinovirus infec-
tion. The human rhinovirus was added at a multiplicity of infection
(MOI) of 0, 10, or 20 as indicated. After 1-h incubation, the virus
inoculum was removed, and fresh medium was added to the cul-
ture. Cells were subsequently incubated for 10 h before harvesting
and analysis. (A) hnRNP A1 accumulates in the cytoplasm in rhi-
novirus-infected HeLa cells. Immunostaining of noninfected or
HRV-infected HeLa cells for hnRNP A1 (A1) and the nuclear
marker 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). The merged images
(A1/DAPI) show the presence of hnRNP A1 outside the nucleus in
HRV-infected cells. (B) The FLuc/RLuc ratio was measured in ex-
tracts of HeLa cells transfected with in vitro synthesized bicistronic
mRNAs containing either the HRV or the EMCV IRES. RNA trans-
fections were performed 2 h before infection, whereas hnRNP A1
siRNA transfection was performed 48 h before infection. The RLuc
and FLuc values are shown in Supplemental Table S3. This exper-
iment was performed on three independent occasions (*p  0.04).
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more efficient production of the Apaf-1 protein, as judged by
Western blot analysis (Ungureanu et al., 2006).
To determine the possible contribution of hnRNP A1 on
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Figure 5. UVC-dependent cytoplasmic relocalization of hnRNP
A1 limits apaf-1 mRNA translation. (A) hnRNP A1 accumulates
in the cytoplasm in UVC-irradiated 293T cells. Immunostaining
of control 293T cells (without UVC) or UVC irradiated (UVC: 300
J/m2) for hnRNP A1 (A1) and the nuclear marker DAPI. The
merged images (A1/DAPI) show the presence of hnRNP A1
outside the nucleus in UVC-irradiated cells. (B) Representative
polysome distribution profiles obtained after centrifugation of
cytoplasmic lysates over sucrose gradients. Lysates were pre-
pared from either irradiated cells (8 h after receiving 300 J/m2
UVC) (ii and iii) or nonirradiated cells (i). Irradiated cells were
either transfected with siRNA targeting hnRNP A1 (iii) or left
untreated (ii). From left to right, fractions contained ribosome
subunits or single ribosomes (fractions 1–5) or polysomes of
increasing molecular weights (fractions 6–13). From each frac-
tion, RNA was prepared for agarose gel analysis of 18S and 28S
rRNAs and for Northern blot of actin and apaf-1 mRNAs. This
representative experiment was repeated three times. (C) Quanti-
fications of the Northern blots from B. The percentages of the
apaf-1 and actin mRNAs in each fraction are shown on two
separated histograms. (D) The efficiency of siRNA treatment was
analyzed by Western immunoblotting as in Figure 2C.
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siRNA-mediated knockdown of hnRNP A1 in UVC-irradi-
ated cells (Figure 5D). We observed no change in the general
polysomal profile between UVC-irradiated cells and UVC-
irradiated cells in which the level of hnRNP A1 was reduced,
showing that hnRNP A1 does not affect general translation
initiation (Figure 5Bii and iii, and C). Indeed, the distribu-
tion of the actin mRNA, as judged by Northern blot, was not
changed by hnRNP A1 knockdown (Figure 5Bii and iii, and
C). However, we observed a shift of the apaf-1 mRNA to
more heavy polysomal fractions in UVC-irradiated cells in
which hnRNP A1 was knocked down (Figure 5Bii and iii,
and C), showing that hnRNP A1 blocks translation initiation
of the apaf-1 mRNA after UVC irradiation. Therefore,
hnRNP A1 is not a factor that contributes to the UVC-
dependent translational activation of the apaf-1 mRNA, but
rather it limits its translation.
To analyze whether the blockade in translation initiation
occurs through inhibition of apaf-1 IRES activity, we trans-
fected bicistronic mRNAs containing the apaf-1 IRES into
293T cells, and we measured the luciferase activities after
UVC irradiation (Figure 6A). A three- to fourfold UVC-
dependent increase in the FLuc activity was observed with-
out any significant change in the RLuc activity (Figure 6A).
This effect was specific, because we did not observe changes
in luciferase activities of a bicistronic mRNA containing the
EMCV IRES (Figure 6). Furthermore, and consistent with the
results obtained for the polysomal distribution of the apaf-1
mRNA (Figure 5), we observed an additional increase in the
FLuc activity after a siRNA-mediated reduction of hnRNP
A1 levels (Figure 6B) in UVC-irradiated cells without any
change in the RLuc activity (Figure 6A). Together, these
results demonstrate that apaf-1 IRES activity is increased
after UVC irradiation but that the UVC-dependent relocal-
ization of hnRNP A1 to the cytoplasm limits this stimulatory
effect.
If this is indeed the case, the artificial expression of a
cytoplasmically restricted hnRNP A1 protein mutated in its
M9 domain should reduce apaf-1 IRES activity. We used a
similar approach as described in Figure 3 for the HRV IRES.
We generated constructs containing an upstream cistron
corresponding to the hnRNP A1 M9 protein or a control
CAT protein and a downstream cistron corresponding to the
FLuc ORF. The apaf-1 IRES was inserted into the intercis-
tronic space (Figure 7A). The amount of transfected bicis-
tronic RNAs was determined using an RNAse protection
assay in untreated and UVC-irradiated cells (Figure 7B).
Whereas a four- to fivefold increase in apaf-1 IRES activity
was observed after UVC irradiation of cells transfected with
the bicistronic mRNA containing the control CAT ORF, only
a two- to threefold activation was observed after UVC irra-
diation of cells transfected with the bicistronic mRNA pro-
ducing the mutant hnRNP A1 protein localized in the cyto-
plasm (Figure 7C). This demonstrates that apaf-1 IRES
activity is reduced by cytoplasmic hnRNP A1.
DISCUSSION
The role in translational control of a class of predominantly
nuclear mRNA binding proteins involved in splicing regu-
Figure 6. UVC-dependent cytoplasmic relocalization of hnRNP
A1 limits apaf-1 IRES activity. (A) The FLuc and RLuc activities of
transfected bicistronic mRNAs containing the apaf-1 and EMCV
IRES were measured in extracts of 293T cells left untreated, irradi-
ated with UVC, or irradiated with UVC after siRNA-mediated
depletion of hnRNP A1. (B) The efficiency of siRNA treatment was
analyzed by Western immunoblotting as in Figure 2C. This set of
experiments was repeated at three different occasions.
Figure 7. Expression of a cytoplasmically restricted hnRNP A1
mutant limits the UVC-triggered activation of apaf-1 IRES activity.
(A) Schematic representation of the bicistronic reporter RNAs used
to express a HA-tagged cytoplasmically restricted hnRNP A1 mu-
tant (A1M9) or a control protein (CAT) and quantify apaf-1 IRES-
mediated translation. (B) RPA using an antisense probe for the FLuc
ORF (anti-FLuc). (C) The FLuc activities were measured in extracts
of transfected 293T cells that were UVC-irradiated or nonirradiated,
as indicated. The two mRNAs were used, as indicated. This activity
was normalized to the amount of transfected mRNAs measured by
RPA experiments. The FLuc activity was arbitrarily set to 1 for the
condition corresponding to the transfection of the control CAT-apaf
mRNA in non-UVC exposed cells. This experiment was repeated
three times.
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lation has recently emerged as a common theme in the field
of gene expression. However, little is known about the re-
lationship between the subcellular localization of these
trans-acting factors and their ability to regulate translation.
We have shown here that hnRNP A1, an abundant mRNA
binding protein present in the nucleus of mammalian cells,
is a translation trans-acting factor that modulates the IRES
activity of two IRES-containing mRNAs. Three sets of data
have allowed us to demonstrate that hnRNP A1 promotes
IRES activity of the HRV mRNA but that it inhibits IRES-
mediated translation of the apaf-1 mRNA. First, we have
shown that hnRNP A1 binds specifically and with an affinity
ranging from 200 to 270 nM to both IRESs (Figure 1). Addi-
tionally, we have provided evidence that expression of a
cytoplasmically restricted mutant of hnRNP A1 deleted of
its M9 carboxy-terminal shuttling domain either stimulates
HRV IRES activity (Figure 3) or inhibits apaf-1 IRES activity
(Figure 7), as measured after transfection of bicistronic re-
porter mRNAs containing these IRESs. Finally, siRNA-me-
diated knockdown of hnRNP A1 expression results in de-
creased HRV IRES activity (Figure 2) and increased IRES-
mediated apaf-1 mRNA translation after UVC irradiation
(Figure 6). Importantly, the IRES activities were generally
evaluated after transfection of in vitro synthesized mRNAs,
ensuring that our results reflect a true IRES activity and not
the use of cryptic promoters or splice sites that would have
been activated upon DNA transfection (see Supplemental
Figure S2 for the apaf-1 IRES). Interestingly, we have re-
cently shown that hnRNP A1 is an IRES trans-acting factor
that activates translation of the FGF-2 mRNA (Bonnal et al.,
2005) but inhibits translation of the XIAP (X-linked inhibitor
of apoptosis) mRNA (Lewis et al., 2007). The role of hnRNP
A1 as an ITAF now extends to four mRNAs, and we predict
that it controls IRES-mediated translation of many more
genes. The ability of hnRNP A1 to be either an activator or
an inhibitor of IRES function (depending on its target IRES)
may be related to its ability to catalyze RNA–RNA annealing
(Kumar and Wilson, 1990; Munroe and Dong, 1992), because
structural remodeling of the 5 UTR may either potentiate or
destroy the IRES. Alternatively, hnRNP A1 may compete
with other ITAFs (either positive or negative regulators) for
binding to specific IRES elements and thus regulate IRES
activity in this manner.
Because hnRNP A1 is a predominantly nuclear protein,
but it is able to relocalize in the cytoplasm in a regulated
manner (i.e., picornavirus infection [Gustin and Sarnow,
2001] or stress stimuli such as osmotic shock or UVC irra-
diation in a p38 mitogen-activated protein kinase (MAP)-
dependent pathway [van der Houven van Oordt et al.,
2003]), the expectation is that this relocalization has a con-
sequence for translational control. Two hypotheses could
explain how this relocalization affects translational control.
First, hnRNP A1 is preassembled with its target mRNA in
the nucleus and is transported together with the mRNA into
the cytoplasm, where it subsequently affects translation. In
this case, translational control would be an indirect conse-
quence of the cytoplasmic relocalization. Second, hnRNP A1
binds to its target mRNA in the cytoplasm and the cytoplas-
mic redistribution of hnRNP A1 constitutes a direct switch
to control translation. Here, we have provided data that
support this second hypothesis from our study of IRES-
mediated translational control of two different mRNAs
(HRV and apaf-1) that are regulated by two different stimuli
(viral infection and UVC irradiation), raising the possibility
that our conclusions may be generalized to other mRNAs.
Concerning the human rhinovirus, we have found that the
HRV IRES is less active after RNA transfection than DNA
transfection (Figure 2). We reasoned that this weaker activity
after RNA transfection might be due to the lack of a suffi-
cient amount of hnRNP A1 in the cytoplasm. We have
indeed demonstrated that HRV IRES activity after RNA
transfection is insensitive to siRNA-mediated knockdown of
hnRNP A1 expression (Figure 2), but it is stimulated upon
cytoplasmic relocalization of hnRNP A1 (Figure 3 and 4). As
a way to force the cytoplasmic relocalization of hnRNP A1,
we have either produced a mutant hnRNP A1 protein de-
leted of its carboxy-terminal M9 shuttling domain (Figure 3)
or used physiological conditions, such as the infection by the
rhinovirus (Figure 4), which lead to hnRNP A1 redistribu-
tion to the cytoplasm due to inhibition of its nuclear import
(Gustin and Sarnow, 2001, 2002). Furthermore, rhinovirus
infection has been recently shown to induce phosphoryla-
tion and activation of the p38 MAP kinase (Dumitru et al.,
2006). The cytoplasmic relocalization of hnRNP A1 after
rhinovirus infection may therefore also be dependent on the
p38 MAP kinase pathway as it is during stress conditions
(van der Houven van Oordt et al., 2003). Numerous reports
have demonstrated that IRES elements have important func-
tions in the viral life cycle, mostly to ensure efficient viral
translation when components of the host translation ma-
chinery are limited due to virus-induced modifications or
host-induced antiviral responses, such as the phosphoryla-
tion of eukaryotic initiation factor 2 (Hellen and Sarnow,
2001; Vagner et al., 2001). However, no evidence exists to
support a direct positive influence on virus IRES-mediated
translation after infection. Here, we have shown that rhino-
virus infection exerts a direct positive switch to control its
IRES-mediated translation through relocalization of an
ITAF. Several other ITAFs have been described for the rhi-
novirus IRES, including unr, hnRNP I/PTB, and hnRNP E2
(Hunt et al., 1999; Walter et al., 1999; Boussadia et al., 2003).
However, the in vivo role of these ITAFs in HRV IRES
function after rhinovirus infection, as well as their respective
role in IRES function in general, may warrant further inves-
tigations. Interestingly, we have not been able to detect
strong and conclusive interactions between hnRNP A1 and
either unr or PTB (data not shown), excluding the possibility
of the existence of a multimeric complex involved in IRES
function.
Concerning the apaf-1 gene, we have forced the cytoplas-
mic redistribution of hnRNP A1 by either producing a mu-
tant hnRNP A1 protein deleted of its carboxy-terminal M9
shuttling domain or by using UVC irradiation. We have
found that hnRNP A1 limits the UVC-dependent transla-
tional activation of endogenous apaf-1 mRNA translation
(Figure 5) and apaf-1 IRES activity (Figures 6 and 7). There-
fore, hnRNP A1 is not a factor that contributes to the UVC-
dependent translational activation of the apaf-1 mRNA. The
characterization and/or identification of such factors war-
rants further investigation. Nevertheless, our study demon-
strates that cytoplasmic redistribution of hnRNP A1 exerts a
direct switch to control translation of the proapoptotic
apaf-1 mRNA. This is consistent with the recently reported
role of hnRNP A1 in the stress response, underscored by the
observation that cells lacking hnRNP A1 exhibit decreased
viability rates during stress (Guil et al., 2006). This may also
be consistent with the proapoptotic effect of siRNA-medi-
ated reduction in hnRNPA1/A2 proteins observed in vari-
ous cell types, although in that case, the proapopototic effect
was found to be associated with a change in the distribution
of the lengths of telomeric G-tails (Patry et al., 2003, 2004).
Very interestingly, ectopic expression of a nuclear-restricted
hnRNP A1 mutant was shown to enhance the susceptibility
to apoptosis (Iervolino et al., 2002). The antiapoptotic func-
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tion of hnRNP A1 may therefore be linked to its cytoplasmic
function in translational control, in part through the inhibi-
tion of the apaf-1 IRES activity demonstrated in this study.
The results presented in this study also imply that UVC-
triggered translational control can be mediated by an IRES-
based mechanism and by hnRNP A1. This demonstrates that
cellular IRESs behave as translational enhancers elements
regulated by specific trans-acting mRNA binding proteins in
given physiological conditions. It will be of interest to in-
vestigate UVC-induced IRES-dependent and/or hnRNP A1-
dependent translational control of other mRNAs, including
the 17 mRNAs that are translationally induced by UVC
irradiation, which were identified in human RKO colorectal
carcinoma cells (Mazan-Mamczarz et al., 2005). This may
eventually define hnRNP A1-dependent IRESs as important
elements in the UVC-triggered apoptotic pathway.
Last, the control of translation initiation through relocal-
ization of an mRNA binding protein may occur more gen-
erally, because several reports demonstrate a regulated re-
localization of members of the hnRNP family involved in
translation. We have recently shown that hnRNP A1 is a
negative regulator of XIAP mRNA translation during os-
motic shock and that a mutant cytoplasmic hnRNP A1 exerts
a more potent inhibitory effect on XIAP IRES translation
than the wild-type hnRNP A1 protein (Lewis et al., 2007).
Serum stimulation or constitutive activation of the extracel-
lular signal-regulated kinase kinase 1 results in phosphory-
lation and cytoplasmic accumulation of hnRNP K (Habelhah
et al., 2001). Phosphorylation-dependent cytoplasmic accu-
mulation of hnRNP K is required for its ability to silence
LOX mRNA translation (Habelhah et al., 2001). However, it
has not been demonstrated whether hnRNP K binds the
LOX mRNA in the nucleus or in the cytoplasm. hnRNP I
(PTB) is an IRES trans-acting factor involved in translation
regulation of many IRES-containing mRNAs (Valcarcel and
Gebauer, 1997; Spriggs et al., 2005; Bushell et al., 2006).
Interestingly, it was found that direct protein kinase A phos-
phorylation of PTB modulates its nucleocytoplasmic distri-
bution (Xie et al., 2003). In all these cases, it remains to be
determined whether the cytoplasmic relocalization directly
controls cytoplasmic translation. A large-scale analysis of
mRNA targets bound by translation trans-acting factors able
to relocalize in a regulated manner in the cytoplasm will
undoubtedly identify genes regulated at the translational
level through relocalization of predominantly nuclear
mRNA binding proteins.
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Supplementary figure. S1. (A, C, D) Streptavidin acrylamide precipitation of hnRNP A1 protein
with biotinylated RNA. 35S-labeled hnRNP A1 protein was incubated with biotinylated RNAs
corresponding to the various HRV 5’ UTR RNAs containing deletions or mutations. The
biotinylated RNA-35S protein complexes were then precipitated with streptavidin acrylamide beads
and analyzed by SDS-PAGE. The RNAs used corresponded to the HRV 5’ UTR (nts 10-613) or to
various regions of the 5’UTR as indicated by their nucleotide numbers (A) or to mutants defined in
panel (B) (C and D). The EMCV RNA was used in lane 2 (A), lane 3 (C and D). Lane 2 (C and D)
corresponds to incubation of the proteins with the beads in the absence of RNA. Lane 1 corresponds
to 15% of the input/assay. Experiments were performed at least 5 times. (B) Sequences of the
various deletion and point mutations (M1-M5) introduced in the HRV 5’UTR. (E) HRV IRES
activity is correlated with its ability to bind hnRNP A1. The LucF/LucR activity ratio was
measured in extracts of HeLa cells transfected with bicistronic vectors containing the various
deletion and point mutations (M1-M5) introduced in the HRV 5’UTR (see Sup. Fig. S1 (B)). The
LucF/LucR activity ratio was arbitrarily set to 100 for a bicistronic plasmid containing the full
















Supplementary figure S2. Bicistronic (LucR/LucF) DNA constructs containing the EMCV,
the HRV, the apaf-1 and the bcl-2 5'-UTR were transiently transfected into HeLa cells and the
luciferase activities were measured. Transfection of an siRNA targeting the LucR ORF was
performed to test for production of monocistronic LucF mRNAs as described (Sherryl et al.,
2004). The bcl-2 5’ UTR was used as a positive control since it was shown to contain a cryptic
splice site (Sherril et al., 2004). For each construct, the percentage of remaining LucR (dark













































































Supplementary figure S3 Bicistronic reporter RNAs were used to express a HA-tagged hnRNP
A1 protein (A1-HRV), an HA-tagged cytoplasmically-restricted hnRNP A1 mutant (A1ΔM9-HRV)
and a control protein (Chloramphenicol AcetylTransferase: CAT-HRV), and to quantify rhinovirus
IRES-mediated translation.(see Fig. 3). (A) FLuc activity was measured in extracts of HeLa cells
transfected with the various mRNAs, as indicated below the graph. This activity was normalized to
the amount of transfected mRNAs measured by RPA experiments. The FLuc activity was arbitrarily
set to 1 for the conditions corresponding to the transfection of the control CAT-HRV mRNA. (B)
Upper panel: RNAse protection assay (RPA) using an antisense probe for the FLuc ORF (anti-
FLuc). Lower panel: Western-blot analysis of the expression of the hnRNP A1 protein or the mutant
cytoplasmic hnRNP A1 using an antibody against the HA tag (α HA).  An actin Western blot was











































































Supplementary figure S4: Plasmid constructs
The 5’UTR of HRV was generated by PCR on pGEM-HRV (A gift of Richard Jackson) using the
primers HRV-F-kpnI-BamHI and HRV-R-NcoI (All primers sequences are detailed in Supplementary
Table S1). The amplified fragments were cloned in the bicistronic vector pCREL (Bonnal et al., 2005)
using BamHI and NcoI sites to generate the pCRHRVL containing the HRV 5’UTR in the
intercistronic region.
The mutants HRVD1, HRVM1, HRVM2, HRVM3, HRVM4 and HRVM5 were generated with a
PCR from the pCRHRVL plamid using the respectively primers HRVD1-F-pvuII and HRVD1-R-
pvuII,  HRM1-F-pvuII and HRVM1-R-pvuII, HRVM2-F-pvuII and HRVM2-R-pvuII, HRVM3-F-
pvuII and HRVM3-R-pvuII and HRVM4-F-pvuII and HRVM4-R-pvuII, HRVM5-F-pvuII and
HRVM5-R-pvuII. These fragments were digested by pvuII and ligated in order to generate
pCRHRVD1L, pCRHRVM1L, pCRHRVM2L, pCRHRVM3L, pCRHRVM4L, pCRHRVM5L.
The 5’UTRs of Apaf-1, Bag-1 and Bcl-2 were generated by RT-PCR from total RNAs from HeLa
cells using the primers Apaf-F-XbaI and Apaf-R-NcoI, Bag-F-XbaI and Bag-R-NcoI, Bcl-2-F-XbaI
and Bcl-2-R-NcoI. The amplified fragments were cloned in the bicistronic vector pCRFL (Bonnal et
al.,2005) using XbaI and NcoI sites to generate the pCRApafL, pCRBagL and pCRbcL plasmids
containing respectively the Apaf-1 5’UTR, the Bag-1 5’UTR and the Bcl-2 5’UTR. The “ no IRES”
construct contains a 38-nt intercistronic spacer, as described in Creancier et al., 2000.
PCRHRVL, pCRM5L were digested by BamHI and XbaI restriction endonucleases. A CAT fragment
was generated by PCR using the primers CAT-F-XbaI and CAT-R-BamHI, digested by XbaI and
bamHI and cloned into the digested plasmids to obtain the pCCATHRVL and pCCATM5L. A HA-A1
ΔM9 fragment was generated by PCR using the primers HA-hnRNPA1-F-speI and hnRNPA1-R-
BamHI, digested by SpeI and bamHI and cloned into the digested plasmids to obtain the pCA1Δ
M9HRVL and pCA1ΔM9M5L.
pCA1ΔM9ApafL and pCCATApafL were generated as follows : The apaf-1 5’UTR was amplified by
PCR using the primers Apaf-F-BamH1 and Apaf-R-NcoI and digested with BamH1 and NcoI. pCA1
ΔM9HRVL was digested with NcoI-EcoRI or BamH1-EcoRI. The NcoI-EcoRI fragment containing
the Firefly Luciferase gene, the EcoRI-BamHI fragment containing the hnRNPA1ΔM9 gene and the
PCR fragment were ligated together. The resulting plasmid was named pCA1ΔM9ApafL.
pCCATHRVL  and pCA1ΔM9ApafL were digested with BamH1 and StuI. The StuI-BamHI fragment
of pCCATHRVL containing the hnRNP A1ΔM9 gene and the BamHI-StuI of pCA1ΔM9ApafL
containing the Apaf-1 5’UTR and the Firefly Luciferase gene were ligated together. The resulting
plasmid was named pCCATApafL.
Supplementary Table S1
Rluc and Fluc values corresponding to Fig.2B
Supplementary Table S2
Rluc and Fluc values corresponding to Fig.2D
Supplementary Table S3























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Cette étude nous a permis d’étendre le rôle d’ITAF de hnRNP A1, à deux autres 
ARNms que sont HRV et apaf-1. En effet, nous avons mis en évidence une interaction directe 
entre hnRNP A1 et les IRES de ces ARNms (Article I, Figure 1). Le rôle fonctionnel de cette 
interaction a été déterminé grâce à l’analyse de l’effet de l’extinction d’expression de hnRNP 
A1 ou de la surexpression d’un mutant cytoplasmique, sur la traduction dépendante de l’IRES 
(Article I, Figures 2C, 3, 6). Nous avons montré un rôle activateur de la traduction dépendante 
de l’IRES pour HRV et un rôle inhibiteur de la traduction dépendante de l’IRES pour apaf-1 
(Article I, Figures 2, 3, 6). 
Nous avons supposé que la  localisation cytoplasmique de hnRNP A1 soit nécessaire à 
l’activité IRES de HRV sur la base de l’observation d’une faible activité IRES détectée suite à 
des transfections d’ARNms bicistroniques, en comparaison à l’activité IRES détectée suite à 
des transfections de plasmides bicistroniques (Article I, Figure 2B). Cette hypothèse s’appuie 
sur l’idée que les ARNms transfectés dans la cellule par un lipofectant, restent localisés dans 
le cytoplasme. Jusqu’à récemment, ceci n’avait jamais directement été montré et se basait sur 
des études suggérant la nécessité d’un événement nucléaire pour l’activité IRES de certains 
ARNms suite à l’observation de la faible efficacité de cette activité après des transfections 
d’ARNms bicistroniques (Shiroki et al., 2002; Stoneley et al., 2000b). De plus, il semble 
qu’une des limites dans l’utilisation de lipofectant pour la transfection d’ADN réside dans la 
faible efficacité des complexes à fusionner à la membrane nucléaire et à faire pénétrer le 
plasmide dans le noyau (Subramanian et al., 1999). Récemment, une étude de la localisation 
d’ARNms transfectés dans la cellule par un lipofectant, montre leur présence dans des 
particules discrètes de la membrane plasmique les isolant de toute machinerie traductionnelle 
ou de dégradation (Barreau et al., 2006a). Dans notre cas nous n’avons pas suivi la 
localisation des ARNms bicistroniques transfectés, cependant ils ne semblent pas isolés de la 
machinerie traductionnelle puisque l’ARNm bicistronique contenant l’IRES de EMCV 
présente une forte activité IRES (Article I, Figure 2B), et nous avons supposé leur localisation 
cytoplasmique. 
L’effet de la relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 sur la traduction dépendante 
de l’IRES pour les ARNms de HRV et apaf-1 a ensuite été étudié dans des conditions 
physiologiques d’infection rhinovirale et d’irradiation aux UVC (Article I, Figures 4 et 5). 
Ainsi, cette étude a permis de montrer que le contrôle de la localisation subcellulaire d’une 
mRBP est un moyen de réguler son activité régulatrice de la traduction dépendante de l’IRES.  
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I-2- Article II : « Subcellular Relocalization of a Trans-acting Factor Regulates XIAP 
IRES-dependant Translation » 
Lewis, S.M., Veyrier, A., Hosszu Ungureanu, N., Bonnal, S., Vagner, S. and Holcik, M. 
(2007) Mol Biol Cell, 18, 1302-1311 
 
I-2-1- Modèle d’étude 
 
 Afin de déterminer si la localisation cytoplasmique de hnRNP A1 constitue un moyen 
de réguler la traduction dépendante de l’IRES, nous avons étudié le contrôle de la traduction 
dépendante de l’IRES du facteur anti-apoptotique XIAP dans des conditions de choc 
osmotique. En effet, il a été mis en évidence que : 
 
- La traduction de XIAP est régulée par un mécanisme dépendant de l’IRES 
dans des conditions de stress (Holcik et al., 1999). 
 
- HnRNP A1 est relocalisée dans le cytoplasme sous choc osmotique (Allemand 
et al., 2005; Guil et al., 2006; van der Houven van Oordt et al., 2000). 
 
Nous avons donc supposé que (i) hnRNP A1 puisse être un ITAF de l’ARNm XIAP et 
(ii) la redistribution subcellulaire de hnRNP A1 sous choc osmotique permet de réguler 
l’activité traductionnelle dépendante de l’IRES de XIAP.  
 
I-2-2- Stratégie expérimentale 
 
Cette étude a été développée en collaboration avec l’équipe de M. Holcik  de 
l’ « apoptosis Research Center » à Ottawa, et nous avons effectué les expériences permettant 
de déterminer l’affinité d’interaction entre hnRNP A1 et l’IRES de XIAP. 
 
 I-2-2-1- Etude de l’interaction de hnRNP A1 avec l’IRES de XIAP 
 
  Des expériences de chromatographie d’affinité qui consistent au chargement 
d’extraits totaux de cellules HEK 293T sur des billes de streptavidine liant différentes 
constructions d’ARNs biotinylés et transcrits in vitro dont, notamment, l’IRES minimale de 
XIAP (-162,+1 de la région 5’NTR de XIAP), ont permis d’isoler les protéines interagissant 
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avec cet IRES. Leur caractérisation a été faite par spectrométrie de masse et par « Western 
Blot ». La confirmation de cette interaction in vivo a été faite grâce à des expériences de 
couplage covalent in vivo à la formaldéhyde suivi d’une immunoprécipitation et d’une RT-
PCR. 
La vérification d’une interaction directe, ainsi que la détermination du site de 
liaison ont été faite grâce à des expériences de couplage covalent aux UVs in vitro entre un 
ARN transcrit et radiomarqué in vitro correspondant à l’IRES de XIAP et hnRNP A1 
recombinante et des extraits. L’affinité de cette interaction a été déterminée grâce à des 
expériences de rétention sur filtres.  
 
I-2-2-2- Etude de la traduction dépendante de l’IRES de XIAP 
 
La traduction dépendante de l’IRES de XIAP est déterminée grâce à la 
transfection d’un vecteur bicistronique β-galacosidase-CAT dans des cellules HEK293T. La 
présence d’un éventuel ARNm monocistronique généré par un événement cryptique est 
contrôlé par analyse des ARNms produits par RT-PCR.  
 L’effet traductionnel sur XIAP endogène est également déduit de l’analyse de la 
quantité de protéine détectée par « Western Blot » comparée à la quantité d’ARNm détectée 
par RT-PCR.  
 
I-2-2-3- Expression cytoplasmique de hnRNP A1 
 
Un mutant cytoplasmique de hnRNP A1 est exprimé. Il s’agit du mutant 
appelé F1 qui mime la phosphorylation de hnRNP A1, au niveau du peptide F de son 
extrémité C-terminale, induite sous différents stress. Il correspond à la mutation des sérines 
phosphorylées sous stress, en acide aspartique (Allemand et al., 2005). 
La relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 est également induite par un 
stress osmotique, correspondant à une incubation de 4h avec 0,6M de sorbitol comme décrit 
dans (van der Houven van Oordt et al., 2000). 
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Translation of the X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) proceeds by internal ribosome entry site (IRES)-mediated
initiation, a process that is physiologically important because XIAP expression is essential for cell survival under conditions of
compromised cap-dependent translation, such as cellular stress. The regulation of internal initiation requires the interaction of
IRES trans-acting factors (ITAFs) with the IRES element. We used RNA-affinity chromatography to identify XIAP ITAFs and
isolated the heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP A1). We find that hnRNP A1 interacts with XIAP IRES RNA
both in vitro and in vivo and that hnRNP A1 negatively regulates XIAP IRES activity. Moreover, XIAP IRES-dependent
translation is significantly reduced when hnRNP A1 accumulates in the cytoplasm. Osmotic shock, a cellular stress that causes
cytoplasmic accumulation of hnRNP A1, also leads to a decrease in XIAP levels that is abrogated by knockdown of hnRNP A1
expression. These results suggest that the subcellular localization of hnRNP A1 is an important determinant of its ability to
negatively regulate XIAP IRES activity, suggesting that the subcellular distribution of ITAFs plays a critical role in regulating
IRES-dependent translation. Our findings demonstrate that cytoplasmic hnRNP A1 is a negative regulator of XIAP IRES-
dependent translation, indicating a novel function for the cytoplasmic form of this protein.
INTRODUCTION
The majority of protein translation in eukaryotic cells is initi-
ated using a 7-methylguanosine cap-dependent ribosome-
scanning mechanism (reviewed in Kapp and Lorsch, 2004).
However, under conditions of cellular stress, cap-dependent
translation is compromised due to the modification or proteo-
lytic degradation of several proteins that are required for trans-
lation initiation. For example, endoplasmic reticulum stress
causes phosphorylation of eIF2-, which decreases the rate of
cap-dependent translation initiation (Harding et al., 1999).
Caspase-mediated cleavage of eIF4G family members, which
form a scaffold on which the translation initiation complex
assembles, reduces cap-dependent translation during apopto-
sis (Marissen and Lloyd, 1998). Thus, for translation of many
mRNA transcripts to continue under such conditions these
messages rely on an alternative initiation mechanism.
Internal ribosome entry sites (IRESs) are believed to per-
mit translation initiation by directly recruiting the ribosome
to the vicinity of the start codon, thereby bypassing the need
for cap-binding and ribosome scanning (Hellen and Sarnow,
2001). Moreover, IRES elements allow translation of a subset
of proteins to persist under conditions of reduced cap-de-
pendent translation, such as apoptosis (Holcik et al., 2000;
Hellen and Sarnow, 2001). Translation of the X-linked inhib-
itor of apoptosis (XIAP), an antiapoptotic protein that binds
to caspases-3, -7, and -9 to inhibit their activity (reviewed in
Liston et al., 2003), is mediated by a 162 nucleotide IRES
element located within its 1.7 kb-long 5 untranslated region,
thereby allowing de novo XIAP synthesis during cellular
stress and apoptosis (Holcik et al., 1999). Thus, by exploiting
an IRES-dependent translation mechanism, a new XIAP pro-
tein can be produced when it is required to block or delay
the progression of apoptosis (Holcik and Sonenberg, 2005;
Lewis and Holcik, 2005).
Several proteins that modulate IRES function, known as
IRES trans-acting factors (ITAFs), have recently been identi-
fied (reviewed in Spriggs et al., 2005). These ITAFs interact
with various IRES elements to regulate their activity by
affecting ribosome recruitment or modifying the structure of
the IRES RNA itself. For example, the La autoantigen, PTB,
unr, and hnRNP C1/C2 stimulate the activity of several
IRES elements (Holcik and Korneluk, 2000; Kim et al., 2001;
Mitchell et al., 2001; Holcik et al., 2003), whereas HuR inhibits
p27 IRES activity (Kullmann et al., 2002). The XIAP ITAFs
identified thus far are the La autoantigen and hnRNP C1/C2
(Holcik and Korneluk, 2000; Holcik et al., 2003); however, the
identities of additional protein factors that modulate XIAP
IRES function remain unknown.
We have used an RNA-affinity chromatography approach
to isolate and identify novel XIAP IRES-binding proteins.
We find that the heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
A1 (hnRNP A1) interacts with XIAP IRES RNA both in vitro
and in vivo and that hnRNP A1 negatively regulates XIAP
IRES activity. Significantly, hnRNP A1–mediated negative
regulation of XIAP IRES activity is controlled by the subcel-
lular localization of hnRNP A1, as XIAP IRES-dependent
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translation is significantly reduced when hnRNP A1 accu-
mulates in the cytoplasm. On the basis of our findings, we
conclude that hnRNP A1 is a novel negative regulator of
IRES-mediated XIAP translation, whose activity is regulated
by subcellular distribution of the protein.
MATERIALS AND METHODS
Cell Culture and Reagents
Human embryonic kidney (HEK293T) cells were cultured in standard condi-
tions in DMEM supplemented with 10% fetal calf serum, glutamate, and
antibiotics. Transient transfections were performed using LipofectAMINE
PLUS according to the protocol provided by the manufacturer (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Briefly, cells were seeded at a density of 6  105 cells/well in
six-well plates and were transfected 24 h later in serum-free DMEM with 2 g
DNA. The transfection mixture was supplemented 3 h later with 1 ml DMEM
containing 10% fetal calf serum, glutamate, and antibiotics. Cells were col-
lected for analysis 48 h after transfection. siRNA transfections were per-
formed using RNAifect according to the protocol provided by the manufac-
turer (Qiagen, Chatsworth, CA). Briefly, cells were seeded at a density of
2.5  105 cells/well in six-well plates and were transfected 24 h later in
serum-free DMEM with a 20 nM final concentration of hnRNP A1 siRNA
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) or a nonsilencing control siRNA
(Qiagen). Cells were collected for analysis 72 h after transfection.
The bicistronic reporter plasmid pgal/5(162)/CAT containing the min-
imal functional region of the human XIAP IRES was previously described
(Holcik et al., 1999). The hnRNP A1 coding sequence was PCR amplified from
cDNA generated by reverse transcription of total RNA from 293T cells using
oligo dT18 primer and the Bulk 1st-Strand Synthesis kit (Amersham Bio-
sciences, Piscataway. NJ). The FLAG epitope was incorporated into the N-
terminus of hnRNP A1 using the following primers: 5-ccggaattcatggattacaag-
gacgacgacgataagtctaagtcagagtctcctaaagag (EcoRI recognition site is underlined;
FLAG coding sequence is italicized) and 5-tgctctagattaaaatcttctgccactgcc
(XbaI recognition site is underlined). The resulting PCR product was cloned
into the pCI vector (Invitrogen) using EcoRI and XbaI to generate the FLAG-
hnRNP A1 plasmid. A plasmid for expressing recombinant glutathione S-
transferase (GST)-hnRNP A1 was generated by PCR amplification of the
hnRNP A1 coding sequence (without the AUG start codon) using the primers
5-ccggaattctatctaagtcagagtctcctaaagag (EcoRI recognition site is underlined)
and 5-ccgctcgagttaaaatcttctgccactgcc (XhoI recognition site is underlined).
The resulting PCR product was digested with EcoRI and XhoI and cloned into
the pGEX-KG vector. A plasmid expressing FLAG-tagged hnRNP A1 F1
mutant was generated by mutation of the F-peptide within hnRNP A1 as
previously described (Allemand et al., 2005). Briefly, hnRNP A1 F1 mutant
sequence was amplified with the primers: 5-ccggaattcatggattacaaggacgac-
gacgataagtctaagtcagagtctcctaaagag (EcoRI recognition site is underlined;
FLAG coding sequence is italicized) and 5-tgctctagattaaaatcttctgc-
cgtcgccataatcgtcatcgtcatcgtcaccgccatagccaccttggtttcgtgg (XbaI recognition
site is underlined; base pair changes to generate the F1 mutant are itali-
cized). The resulting PCR product was cloned into the pCI vector (Invitro-
gen) using EcoRI and XbaI. All plasmid constructs were confirmed by
nucleotide sequencing.
RNA-Affinity Chromatography
Isolation of XIAP IRES-binding proteins was performed using a modified
RNA-affinity chromatography protocol (Kim et al., 2004). Briefly, XIAP IRES
RNA and HIAP2 IRES RNA were transcribed in vitro with the MEGAShort-
script transcription kit according to the manufacturer’s protocol (Ambion,
Austin, TX) and were biotinylated at the 5 end with the 5 EndTag Nucleic
Acid Labeling System according to the manufacturer’s instructions (Vector
Laboratories, Burlingame, CA). The biotinylated RNAs (60 g) were conju-
gated to Avidin-agarose beads (Sigma, St. Louis, MO) in the presence of
incubation buffer (10 mM Tris-Cl, pH 7.4, 150 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5
mM dithiothreitol [DTT], 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.05% [vol/
vol] Nonidet P-40) at 4°C for 2 h with continuous rotation. Unbound RNAs
were removed by washing beads twice with incubation buffer. 293T protein
extract (2 mg in incubation buffer) was added to the coated beads, along with
120 g yeast tRNA (Sigma) and 800 U of Prime RNase inhibitor (Eppendorf,
Fremont, CA). Reactions were incubated at room temperature with continu-
ous rotation for 30 min, followed by incubation at 4°C with continuous
rotation for 2 h. Beads were washed five times with incubation buffer, resus-
pended in 50 l of 1 SDS-PAGE loading dye, and boiled for 5 min to elute
bound proteins. Proteins were separated by 10% SDS-PAGE and visualized
using Sypro Ruby stain (Genomic Solutions, Ann Arbor, MI). Protein bands
were excised and identified by in-gel trypsin digestion and mass peptide
fingerprinting at the Protein Function Discovery Centre (Queen’s University,
Kingston, ON, Canada).
RNA–Protein Complex Immunoprecipitation
In vivo cross-linking and coprecipitation of RNA–protein complexes was
performed as described previously (Niranjanakumari et al., 2002). Cross-
linked RNA–protein complexes were immunoprecipitated using anti-hnRNP
A1 (Santa Cruz Biotechnology), anti-La (Chan and Tan, 1987), or anti-GAPDH
(Advanced ImmunoChemical, Long Beach, CA) antibodies at 1:50 dilution.
After immunoprecipitation and cross-link reversal, RNA was isolated using
Trizol reagent following the manufacturer’s protocol (Invitrogen). cDNA was
generated from the isolated RNA using an oligo dT18 primer and Superscript
II (Invitrogen). The partial coding sequences of XIAP and actin were PCR
amplified from the resulting cDNA using the primers 5-gcggtgctttagttgtcat
(XIAP forward), 5-tcgggtatatggtgtctgata (XIAP reverse), 5-ctggaacggtgaag-
gtgaca (actin forward), and 5-aagggacttcctgtaacaatgca (actin reverse). PCR
products were visualized on a 1.5% agarose gel by ethidium bromide staining.
UV Cross-Linking of RNA–Protein Complexes
RNA–protein UV cross-linking experiments and oligonucleotide competition
experiments were performed as previously described (Holcik et al., 2003). For
competition experiments, unlabeled XIAP IRES RNA, unlabeled HIAP2 IRES
RNA, or unlabeled RNA oligonucleotides were incubated with GST-hnRNP A1
for 15 min before the addition of 32P-labeled XIAP IRES RNA. Sequences of RNA
oligonucleotides used for competition experiments are as follows: 25 (5-gga-
caaguccuauuuucaagagaag), 50 (5-auaauguucucuuuuuagaaaaggu), 75 (5-
uguuucacauuuuggauuuccuaau), and 100 (5-uccuauaacaaaagucuguugcuug).
Nitrocellulose Filter Bindings Assays
The filter binding assays were performed essentially as described (Bonnal et
al., 2005). Briefly, increasing amounts of a purified GST-hnRNP A1 were
added to an in vitro transcribed 32P-labeled RNA corresponding to the XIAP
IRES or HIAP2 IRES in a total volume of 10 l GS binding buffer (5 mM
HEPES-KOH, pH 7.6, 30 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.2 mM DTT, and 4%
glycerol) containing 400 ng of yeast tRNA. The mixture was allowed to
incubate 10 min at room temperature. Eight microliters of each binding
reaction was applied to a presoaked nitrocellulose membrane on a slot dot
apparatus (Hybrislot manifold, Bethesda Research Laboratories, Bethesda,
MD) under moderate suction. Each slot dot was washed with 300 l of cold
GS buffer and the membranes were dried for 1 h at room temperature. The
filters were exposed in a phosphoimager cassette (Molecular Dynamics,
Sunnyvale, CA) overnight and revealed. The quantifications were performed
with the Image Quant v1.1 software (Molecular Dynamics), and the data were
corrected for the background (RNA retention without any added protein),
which was 2%. The fraction of RNA bound was plotted against the protein
concentration.
-Galactosidase and CAT Analysis
Transiently transfected cells were washed in 1 ml phosphate-buffered saline
(PBS) and harvested in 300 l CAT ELISA kit lysis buffer according to the
protocol provided by the manufacturer (Roche Molecular Biochemicals, In-
dianapolis, IN). -Galactosidase (gal) enzymatic activity was determined by
spectrophotometric assay using o-nitrophenyl--d-galactopyranoside as pre-
viously described (MacGregor et al., 1991). CAT levels were determined using
the CAT ELISA kit according to the protocol provided by the manufacturer
(Roche Molecular Biochemicals). Relative IRES activity was calculated as the
ratio of CAT/gal.
Western Blot Analysis
Cells were washed in 1 ml PBS and lysed in 100 l RIPA buffer for 30 min at
4°C, followed by centrifugation at 12,000  g for 10 min to pellet debris.
Protein concentration was assayed by Bradford (Bio-Rad, Richmond, CA),
and equal amounts of protein extract were separated by 10% SDS-PAGE and
transferred to PVDF membrane. Samples were analyzed by Western blotting
using mouse monoclonal anti-hnRNP A1 (Santa Cruz Biotechnology), rabbit
polyclonal anti-XIAP (Aegera Therapeutics, Montreal, Quebec, Canada), or
mouse-monoclonal anti-GAPDH (Advanced ImmunoChemical) followed by
secondary antibody (horseradish peroxidase–conjugated anti-mouse or anti-
rabbit IgG; Amersham Biosciences). Antibody complexes were detected using
the ECL or ECL Plus systems (Amersham Biosciences).
Quantitative RT-PCR Analysis
Total RNA was isolated from transfected cells using the Absolutely RNA mini-
prep kit according to the manufacturer’s instructions (Stratagene, La Jolla, CA).
cDNA was generated using an oligo dT18 primer and the Bulk 1st-Strand Syn-
thesis kit according to the protocol provided by the manufacturer (Amersham
Biosciences). The synthesized cDNA was used as the template for quantitative
PCR using the QuantiTect SYBR Green PCR kit (Qiagen) and analyzed on an ABI
Prism 7000 detection system (Columbia, MD) using the ABI Prism 7000 SDS
software. Quantitative PCR reactions were carried out to detect gal (forward:
5-actatcccgaccgccttact; reverse: 5-ctgtagcgctgatgttgaa), CAT (forward: 5-gcgtgt-
tacggtgaaaacct; reverse: 5-gggcgaagaacttgtccata), XIAP (forward: 5-gcggtgctt-
tagttgtcat; reverse: 5-tcgggtatatggtgtctgata), or GAPDH (forward: 5-acagtcagc-
cgcatcttctt; reverse: 5-acgaccaaatccgttgactc).
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Immunofluorescence Microscopy
Immunofluorescence microscopy was performed as described (Allemand et
al., 2005). FLAG-tagged proteins were detected using mouse monoclonal
anti-FLAG M2 (Sigma) and Alexa Fluor 488–conjugated goat anti-mouse IgG
secondary antibody (Molecular Probes, Eugene, OR).
XIAP Protein Stability Analysis
XIAP protein stability was determined essentially as described (Yoon et al.,
2006). Cells were treated with 10 g/ml cycloheximide (Sigma) 18 h after
transfection. After 45 min of cycloheximide treatment, protein extracts were
harvested by lysis in 100 l RIPA buffer (0-h time point). Protein extracts were
subsequently harvested at 1-, 2-, 4-, and 8-h time points, protein concentration
was assayed by Bradford (Bio-Rad), and equal amounts of protein extract
were separated by 10% SDS-PAGE, transferred to PVDF membrane, and
analyzed by Western blot using antibodies against XIAP and GAPDH.
Subcellular Fractionation
Cells were washed in 1 ml of ice-cold PBS, resuspended in 400 l of buffer A
(10 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 10 mM KCl, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) con-
taining protease inhibitors, and incubated on ice for 15 min. Nonidet P-40 was
added to a final concentration of 0.3% and cells were incubated for an
additional 10 min on ice. Nuclei were pelleted by centrifugation at 1500  g
for 5 min, and the cytoplasmic fraction was collected to a new tube and
clarified by centrifugation at 13,000  g for 15 min. The nuclei pellet was
washed two times with 1 ml of buffer A, then resuspended in 50 l of buffer
B (20 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 400 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM PMSF)
containing protease inhibitors, and incubated on ice for 30 min, with mixing
every 5 min. Nuclear debris was pelleted at 13,000  g for 5 min, and the
nuclear fraction was collected to a new tube.
RESULTS
hnRNP A1 Interacts with the XIAP IRES
We previously demonstrated that the La autoantigen and
hnRNP C1/C2 interact with the XIAP IRES and modulate its
ability to support translation (Holcik and Korneluk, 2000;
Holcik et al., 2003). To gain a better understanding of XIAP
IRES function, we used an RNA-affinity chromatography
approach (Kim et al., 2004) followed by mass-peptide finger-
printing to isolate and identify proteins that interact with
XIAP IRES RNA. We used the minimal functional XIAP
IRES element that retains full activity and encompasses nu-
cleotides 162 to 1 in the 5 untranslated region of XIAP
mRNA for these experiments (Holcik et al., 1999). Whole-cell
protein extract was prepared from HEK293T cells, which
was incubated with either avidin-agarose beads alone, avi-
din-agarose beads conjugated to biotin-labeled XIAP IRES
RNA, or avidin-agarose beads conjugated to biotin-labeled
HIAP2 IRES RNA (the 149-nucleotide minimal functional
IRES sequence; Warnakulasuriyarachchi et al., 2004). When
XIAP IRES RNA was used as an affinity matrix, we were
able to isolate at least six distinct proteins (Figure 1A, lane 2),
whereas a control reaction using avidin-agarose beads alone
did not yield any proteins (Figure 1A, lanes 1 and 3). The use
of HIAP2 IRES RNA as an affinity matrix resulted in the
isolation of a different set of proteins than that isolated using
XIAP IRES RNA (Figure 1A, compare lane 4 to lane 2),
indicating that the proteins isolated with XIAP IRES RNA
were not simply nonspecific RNA-binding proteins. We first
subjected the p52 protein isolated with XIAP IRES RNA to
mass-peptide fingerprinting because it is the same molecular
weight as the La autoantigen, which was previously shown
to interact with XIAP IRES and which we therefore expected
to isolate using this technique. Indeed, the p52 protein was
identified as the La autoantigen, confirming that we were able
to isolate XIAP IRES-binding proteins using an RNA-affinity
chromatography approach (data not shown). Similarly, we also
isolated hnRNP C1/C2 using this technique, as determined by
Western blot analysis (p44 protein; data not shown). We then
Figure 1. hnRNP A1 interacts with the XIAP IRES. (A) RNA-affinity chromatography isolation of XIAP IRES-binding proteins. Precleared
protein extracts from HEK293T cells were incubated with either agarose beads coated with XIAP IRES RNA, agarose beads coated with
HIAP2 IRES RNA, or agarose beads alone. After protein binding, beads were washed extensively and pelleted, and proteins were eluted by
boiling and resolved by SDS-PAGE. Proteins were visualized with Sypro Ruby stain, and the indicated protein species were excised from the
gel and subjected to mass spectrometry analysis. (B) The p37 protein is hnRNP A1. Underlined peptide sequences were identified by mass
spectrometry analysis of the p37 protein species isolated by RNA-affinity chromatography using XIAP IRES RNA as an affinity matrix. (C)
hnRNP A1 associates with XIAP IRES RNA in vitro. XIAP IRES RNA and HIAP2 IRES RNA were used in RNA-affinity chromatography as
described in A; isolated proteins were separated by SDS-PAGE, transferred to PVDF membrane, and probed with anti-hnRNP A1 antibody.
(D) hnRNP A1 associates with XIAP mRNA in vivo. RNA–protein complexes were cross-linked with formaldehyde, isolated from cells, and
immunoprecipitated using antibodies against hnRNP A1, La, and GAPDH. After immunoprecipitation, RNA–protein cross-links were
reversed, and the RNA was isolated and used in an RT-PCR reaction with XIAP- and actin-specific oligonucleotide primers.
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subjected the p37 protein isolated using XIAP IRES RNA to
mass-peptide fingerprinting and identified it as hnRNP A1
with 42% sequence coverage (Figure 1B).
To confirm that hnRNP A1 associates with the XIAP IRES,
we performed RNA-affinity chromatography and subjected
the isolated protein sample to Western blot analysis using
hnRNP A1 antibodies. Again, we included HIAP2 IRES
RNA as an affinity matrix to test the specificity of the hnRNP
A1 interaction with the XIAP IRES. hnRNP A1 was detected
in the protein eluate from XIAP IRES RNA affinity matrix,
but was not detected in the protein eluate from avidin-
agarose beads alone (Figure 1C, compare lane 3 to lane 2).
Moreover, hnRNP A1 was only very weakly associated with
HIAP2 IRES RNA (Figure 1C, lane 4), demonstrating that
hnRNP A1 does not interact nonspecifically with all IRES (or
RNA) sequences. Therefore, hnRNP A1 specifically associ-
ates with XIAP IRES RNA in vitro.
We next assessed whether the endogenous hnRNP A1 asso-
ciates with endogenous XIAP mRNA in cells. RNA–protein
complexes were formaldehyde cross-linked in whole cells, and
after cell lysis RNA–protein complexes were immunoprecipi-
tated, and RNA was isolated from these immunoprecipitates.
cDNA was produced by reverse transcription, followed by
PCR amplification with XIAP and actin-coding sequence-spe-
cific primers. As shown previously (Holcik and Korneluk,
2000), we were able to isolate XIAP mRNA by immunoprecipi-
tation with La antibodies (Figure 1D, lane 4) but not with
GAPDH antibodies (negative control, Figure 1D, lane 3). Im-
munoprecipitation with hnRNP A1 antibodies coprecipitated
XIAP mRNA (Figure 1D, lane 2), confirming that endogenous
hnRNP A1 associates with endogenous XIAP mRNA in cells in
vivo. Importantly, we were unable to amplify the high-abun-
dance actin transcript from our immunoprecipitates, indicating
that our coimmunoprecipitation of XIAP mRNA is specific.
hnRNP A1 Binds within the Core RNP-Binding Site of the
XIAP IRES
Our observations that hnRNP A1 is associated with XIAP
IRES RNA both in vitro and in vivo suggest that hnRNP A1
can bind directly to the XIAP IRES sequence. To determine
if hnRNP A1 binds directly to XIAP IRES RNA, we per-
formed a UV-cross-linking experiment using a radiolabeled
XIAP IRES RNA probe and purified recombinant GST-
hnRNP A1. Increasing amounts of recombinant GST-hnRNP
A1 were incubated with 32P-labeled XIAP IRES RNA, fol-
lowed by UV cross-linking and separation by SDS-PAGE.
We find that XIAP IRES RNA is cross-linked to GST-hnRNP
A1 in vitro (Figure 2A), indicating that hnRNP A1 does
indeed bind directly to XIAP IRES RNA. To test the speci-
ficity of this interaction, we coincubated GST-hnRNP A1 and
32P-labeled XIAP IRES RNA with excess unlabeled XIAP
IRES RNA (specific competitor) or excess unlabeled HIAP2
IRES RNA (nonspecific competitor) in our UV cross-linking
assay. We find that whereas excess unlabeled XIAP IRES
RNA effectively competes with 32P-labeled XIAP IRES RNA
for binding to GST-hnRNP A1 (Figure 2B, lanes 3 and 4),
excess unlabeled HIAP2 IRES RNA does not (Figure 2B,
lanes 6 and 7). Therefore, the in vitro binding of GST-hnRNP
A1 to XIAP IRES RNA is specific.
We further assessed the interaction between hnRNP A1
and the XIAP IRES by measuring the apparent equilibrium
dissociation constant (Kd) of the recombinant GST-hnRNP
A1 protein and XIAP IRES RNA. To determine the Kd of this
interaction we performed a nitrocellulose filter binding as-
say, in which varying amounts of GST-hnRNP A1 are incu-
bated with a constant amount of RNA. We also included
HIAP2 IRES RNA as a control, as we have found that
hnRNP A1 does not effectively bind to this RNA (Figures 1C
and 2B). As shown in Figure 2C, we find the Kd for the
interaction between GST-hnRNP A1 and XIAP IRES RNA is
150 nM, whereas the Kd for an interaction between GST-
hnRNP A1 and HIAP2 IRES RNA is greater than 480 nM (we
were unable to determine the actual value because we were
unable to saturate binding). Importantly, the Kd value for
the interaction between hnRNP A1 and XIAP IRES RNA is
similar to the Kd value previously reported for the interac-
tion between hnRNP A1 and the fibroblast growth factor
(FGF)-2 IRES (200 nM; Bonnal et al., 2005), suggesting a bona
fide and specific interaction.
The core RNP-binding site within the XIAP IRES is located
between nucleotides 62 to 34 (Holcik and Korneluk, 2000).
Therefore, we mapped the binding of hnRNP A1 using com-
petitor oligonucleotides as described previously (Holcik and
Korneluk, 2000). RNA oligonucleotide competitors that span
the polypyrimidine tract within the core RNP-binding site and
sequences immediately upstream of the start codon compete
with 32P-labeled XIAP IRES RNA for binding to GST-hnRNP
A1 (Figure 2D, lanes 4 and 5), indicating that hnRNP A1 binds
these regions of the IRES sequence. These observations suggest
that hnRNP A1 may modulate XIAP IRES activity by binding
in the proximity of the core RNP-binding site, as has been
previously observed for the La autoantigen (Holcik and
Korneluk, 2000). We additionally tested whether mutations
of the identified binding sites within the XIAP IRES abrogate
the effect of hnRNP A1 on XIAP IRES activity (see below).
Cytoplasmic hnRNP A1 Negatively Regulates
IRES-dependent Translation of XIAP
We have shown that hnRNP A1 can interact with the XIAP
IRES both in vitro and in vivo, suggesting that hnRNP A1 may
modulate XIAP IRES activity. Therefore, we examined whether
overexpression of hnRNP A1 has any effect on XIAP IRES
activity. To assess XIAP IRES activity, we used a previously
described bicistronic reporter plasmid containing the minimal
XIAP IRES element (pgal/5(162)/CAT; Holcik et al., 1999);
translation of the first cistron (gal) is cap-dependent whereas
translation of the second cistron (CAT) is dependent on XIAP
IRES activity (Holcik et al., 1999). By calculating the ratio of
CAT expression to gal expression, the relative IRES activity
can be determined. HEK293T cells were transiently cotrans-
fected with the pgal/5(162)/CAT bicistronic reporter plas-
mid and either a FLAG-tagged hnRNP A1 or green fluorescent
protein (GFP)-expressing plasmid. We found that overexpres-
sion of FLAG-hnRNP A1 causes a decrease in XIAP IRES
activity compared with a GFP control (Figure 3B), indicating
that hnRNP A1 has a negative effect on XIAP IRES function.
We next determined the effect of mutating the hnRNP A1
binding sites within the XIAP IRES using the same bicistrionic
reporter approach. hnRNP A1 binds within the polypyrimi-
dine tract contained in the core RNP-binding site of the XIAP
IRES (Figure 2); we have found that the introduction of muta-
tions within this sequence completely abrogates XIAP IRES
activity (data not shown and Holcik et al., 1999), precluding us
from assessing the effect of mutating this site on hnRNP A1
ITAF function. However, removal of the hnRNP A1 binding
site adjacent to the start codon did not affect hnRNP A1 ITAF
function (data not shown), suggesting that the hnRNP A1
binding site within the polypyrimidine tract may be sufficient
for the negative regulation of XIAP IRES activity by hnRNP A1
in vivo.
hnRNP A1 has been shown to be involved in alternative
splice-site selection (Mayeda and Krainer, 1992), raising the
possibility that overexpression of hnRNP A1 affects the in-
tegrity of the bicistronic RNA transcript (gal/IRES/CAT)
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produced from the pgal/5(162)/CAT plasmid, thus al-
tering the ratio of CAT protein to gal protein. Therefore we
determined the effect of overexpressing hnRNP A1 on the
integrity of the gal/5(162)/CAT bicistronic RNA tran-
script using quantitative RT-PCR as described previously
(Holcik et al., 2005). Total RNA was isolated from cells
cotransfected with pgal/5(162)/CAT and a GFP- or
hnRNP A1–expressing plasmid. cDNA was produced by
reverse transcription, which served as a template for quan-
titative PCR using primers that amplify a portion of the gal
coding region and a portion of the CAT coding region. As
shown in Figure 3C, the ratio of CAT and gal cistrons was
unchanged in cells cotransfected with the hnRNP A1–ex-
pressing plasmid compared with cells cotransfected with the
GFP-expressing plasmid. These data confirm that the integ-
rity of the bicistronic RNA transcript produced from the
pgal/5(162)/CAT reporter plasmid is not affected when
hnRNP A1 is overexpressed.
hnRNP A1 normally shuttles between the nucleus and the
cytoplasm, with the bulk of the protein displaying nuclear
localization (Pinol-Roma and Dreyfuss, 1992). We found that
overexpressed FLAG-hnRNP A1 is mostly nuclear, although
we saw some cytoplasmic accumulation of the protein (Fig-
ure 3A). Because translation is a cytoplasmic event, the
modest effect of hnRNP A1 overexpression on XIAP IRES-
dependent translation may be due to the different subcellu-
lar compartmentalization of hnRNP A1 and mRNAs con-
taining the XIAP IRES. Notably, two reports have shown
that hnRNP A1 accumulates in the cytoplasm during cellu-
lar stress (van der Houven van Oordt et al., 2000; Allemand
et al., 2005), suggesting that hnRNP A1 ITAF activity for the
XIAP IRES could be regulated by subcellular localization.
We therefore hypothesized that hnRNP A1 should exert an
inhibitory effect on IRES-dependent translation of XIAP only
when hnRNP A1 is present in the cytoplasm. To test this
hypothesis, we used a mutant version of hnRNP A1 (the F1
mutant) that fails to interact with the Trn1 transporter pro-
tein and thus remains cytoplasmically localized (Figure 3A;
Allemand et al., 2005). HEK293T cells were transiently co-
transfected with the pgal/5(162)/CAT bicistronic re-
Figure 2. hnRNP A1 binds directly to XIAP IRES RNA within the core RNP-binding site. (A) GST (lane 1) or increasing amounts of
GST-hnRNP A1 (lanes 2–4) were incubated with 32P-labeled XIAP IRES RNA probe, UV-cross-linked, and then separated by SDS-PAGE and
visualized by autoradiography. (B) GST-hnRNPA1 was incubated with 32P-labeled XIAP IRES RNA probe alone (No competitor) or a
combination of 32P-labeled XIAP IRES RNA probe and increasing amounts of excess unlabeled (“cold”) competitor RNA molecules (XIAP
IRES RNA and HIAP2 IRES RNA), UV-cross-linked, separated by SDS-PAGE, and visualized by autoradiography. (C) hnRNP A1 binding
curve for XIAP IRES and HIAP2 IRES RNA. Nitrocellulose filter binding assays were performed and analyzed as described in Materials and
Methods. Filter-bound RNA (f, XIAP IRES; Œ, HIAP2 IRES) is plotted as a function of protein concentration. The data presented represent
the mean  SD of three independent experiments. (D) GST-hnRNPA1 was incubated with 32P-labeled XIAP IRES RNA probe alone (No
competitor) or a combination of 32P-labeled XIAP IRES RNA probe and 100-fold excess of unlabeled competitor RNA molecules, UV-cross-
linked, separated by SDS-PAGE, and visualized by autoradiography. Gray boxes in the sequence schematic indicate hnRNP A1–binding sites
(labeled as site A and site B).
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porter plasmid and a plasmid expressing a FLAG-tagged
hnRNP A1 F1 mutant. Although wild-type hnRNP A1 over-
expression caused a 28% decrease in XIAP IRES activity,
the overexpression of the F1 mutant caused a53% decrease
in XIAP IRES activity (Figure 3B). Quantitative RT-PCR
showed that overexpression of the F1 mutant has no effect
on the integrity of the bicistronic reporter RNA (Figure 3C).
These data indicate that cytoplasmic hnRNP A1 preferen-
tially affects the activity of the XIAP IRES.
We also examined the effect of cytoplasmic hnRNP A1 on
the expression of endogenous XIAP protein. Western blot
analysis using anti-XIAP antibodies showed that overex-
pression of the F1 mutant reduces endogenous XIAP protein
levels by nearly half (Figure 4A) but does not affect XIAP
mRNA levels (Figure 4C). Importantly, overexpression of
the F1 mutant does not affect global protein synthesis (Fig-
ure 4B) or the stability of XIAP protein (Figure 4D), indicat-
ing that the cytoplasmic hnRNP A1 F1 mutant specifically
reduces translation of endogenous XIAP mRNA. Together
with the data presented above, these findings demonstrate
that cytoplasmic localization of hnRNP A1 is an important
determinant of its ability to negatively regulate IRES-depen-
dent translation of XIAP. More importantly, these data pro-
vide evidence that subcellular localization of an ITAF affects
its ability to modulate IRES function.
Stress-induced Cytoplasmic Accumulation of hnRNP A1
Reduces XIAP Protein Levels
Previous reports have shown that hnRNP A1 accumulates in
the cytoplasm of cells exposed to high-osmolarity growth me-
dium (van der Houven van Oordt et al., 2000; Allemand et al.,
2005). Because we have observed that cytoplasmic hnRNP A1
significantly reduces XIAP IRES-dependent translation, we hy-
pothesized that osmotic shock should lead to a decrease in
XIAP protein levels because of accumulation of hnRNP A1 in
the cytoplasm. Moreover, any decrease in XIAP levels caused
by osmotic shock should be dependent on hnRNP A1. To
determine if osmotic shock reduces XIAP protein levels, cells
were grown in media containing 0.6 M sorbitol (osmotic shock
medium [OSM]) or nonsupplemented growth media for 4 h,
with samples harvested at 1-h intervals. Western blot analysis
using anti-XIAP antibodies showed that XIAP protein levels
decrease during osmotic shock (Figure 5A). Moreover, this
decrease in XIAP protein levels correlates with the redistribu-
tion of hnRNP A1 from the nucleus to the cytoplasm during
osmotic shock (Figure 5A). Examination of XIAP mRNA levels
by quantitative RT-PCR showed that they were not affected by
osmotic shock (Figure 5B). Interestingly, we also observed that
osmotic shock–mediated cytoplasmic accumulation of hnRNP
A1 causes an increase in FGF-2 protein levels (Supplementary
Figure S1). FGF-2 is translated using an IRES-dependent mech-
anism (Vagner et al., 1995), and FGF-2 IRES activity was re-
cently shown to be enhanced by hnRNP A1 (Bonnal et al.,
2005). Therefore, our findings suggest that cytoplasmic accu-
mulation of hnRNP A1 is also important for its positive regu-
lation of IRES activity (such as FGF-2 IRES).
We next examined whether the decrease in XIAP protein
levels seen during osmotic shock is dependent on hnRNP A1.
Cells were transfected with hnRNP A1 siRNA or a nonsilencing
control siRNA, and 72 h later the growth media was replaced
with growth medium containing sorbitol (0.6 M OSM) or non-
supplemented growth medium. After a 5-h incubation, protein
extracts were harvested, and XIAP protein levels were deter-
mined by Western blot analysis. As we had previously ob-
served, osmotic shock causes a decrease in XIAP levels (Figure
5C, lane 2). Importantly, the decrease in XIAP levels in re-
sponse to osmotic shock is dependent on hnRNP A1, because
transient knockdown of hnRNP A1 prevents the decrease in
XIAP levels caused by osmotic shock (Figure 5C, compare
lanes 2 and 4). Taken together, these findings indicate that
shuttling of hnRNP A1 from the nucleus to the cytoplasm
during cellular stress (e.g., osmotic shock) causes a decrease in
Figure 3. Cytoplasmic localization of hnRNP A1 reduces XIAP
IRES activity. (A) Immunohistochemistry analysis of HEK293T cells
transfected with FLAG-hnRNP A1 or the FLAG-hnRNP A1 F1
mutant using anti-FLAG antibodies; nuclei were visualized by
Hoechst staining. (B) hnRNP A1 reduces XIAP IRES activity.
HEK293T cells were cotransfected with a plasmid expressing GFP,
FLAG-hnRNP A1, or FLAG-hnRNP A1 F1 mutant and the pgal/
5(162)/CAT bicistronic reporter plasmid. 48 h after transfection
gal and CAT protein expression was assayed; relative IRES activity
is expressed as a ratio of CAT/gal. The activity of XIAP IRES in
GFP transfected cells was set as 100. Mean  SEM (bars) of three
independent experiments performed in triplicate. Expression levels
of FLAG-hnRNP A1 and the FLAG-hnRNP A1 F1 mutant were
determined by Western-blot analysis using anti-hnRNP A1 antibod-
ies. The asterisk (*) indicates the FLAG-tagged protein species. (C)
Overexpression of hnRNP A1 does not affect the integrity of the
bicistronic RNA transcript produced from pgal/5(162)/CAT.
Cells were treated as described in B; total RNA was isolated 48 h
after transfection, and cDNA was generated by reverse transcrip-
tion. Quantitative PCR was used to determine the levels of gal
and CAT cistrons; values are expressed as CAT relative to gal
(2[Ct(CAT)  Ct(gal)]), and the ratio for GFP-transfected cells was set as 1.
Bars, mean  SD of three independent experiments.
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XIAP protein levels, likely through the ability of cytoplasmic
hnRNP A1 to reduce XIAP IRES-dependent translation.
DISCUSSION
We have undertaken a search for ITAFs that are involved in
the function of the XIAP IRES and have identified hnRNP
A1 as a novel XIAP ITAF. We show here that hnRNP A1
interacts with the XIAP IRES RNA sequence in vitro and is
associated with XIAP mRNA in vivo. Importantly, cytoplas-
mic relocalization of hnRNP A1, an event that is controlled
by posttranslational modification of the protein during cel-
lular stress conditions (e.g., osmotic shock), causes a signif-
icant decrease in XIAP IRES activity and a concomitant
decrease in the level of endogenous XIAP protein. This
perturbation of hnRNP A1 does not affect the integrity of
mRNA containing the XIAP IRES, confirming that the effect
of hnRNP A1 on XIAP IRES activity occurs at the transla-
tional level. On the basis of our findings, we conclude that
cytoplasmic hnRNP A1 is a negative regulator of XIAP
IRES-dependent translation, demonstrating a novel function
for the cytoplasmic form of hnRNP A1. Moreover, our find-
ings support the hypothesis that the subcellular compart-
mentalization of ITAFs controls their activity.
hnRNP A1 was recently shown to interact with the FGF-2
IRES, causing an upregulation of FGF-2 IRES activity (Bonnal et
al., 2005). This is in contrast to the negative regulation of XIAP
IRES activity that we have observed for hnRNP A1. However,
we have also observed that hnRNP A1 has a negative effect on
the activities of the c-myc, BiP, and VEGF IRES elements in an
in vitro translation assay (Bonnal et al., 2005). These findings
suggest that hnRNP A1 may be a dual-function ITAF, although
we do not yet understand how hnRNP A1 can both positively
regulate some IRES elements and negatively regulate others.
As a negative regulator of IRES, hnRNP A1 may block binding
sites for potent inducers of IRES activity. Indeed, we show that
Figure 4. Cytoplasmic localization of hnRNP
A1 reduces translation of endogenous XIAP
mRNA. (A) Overexpression of hnRNP A1 re-
duces endogenous XIAP levels. HEK293T
cells were transfected with a plasmid express-
ing GFP, FLAG-hnRNP A1, or FLAG-hnRNP
A1 F1 mutant. Forty-eight hours after trans-
fection protein extracts were prepared, sepa-
rated by SDS-PAGE, transferred to PVDF
membrane, and subjected to Western blot
analysis with antibodies against XIAP and
GAPDH. Relative XIAP levels are expressed
as a ratio of XIAP to GAPDH. Displayed data
are representative of three independent exper-
iments. (B) Overexpression of the cytoplasmic
hnRNP A1 F1 mutant does not affect total
protein synthesis. HEK293T cells were trans-
fected with a plasmid expressing GFP or the
FLAG-hnRNP A1 F1 mutant, and 24 h later
cells were metabolically labeled in the pres-
ence of [35S]methionine for 20 min. Protein
extracts were harvested, and equal amounts
were separated by SDS-PAGE. Proteins were
visualized by Coomassie Brilliant Blue stain-
ing and autoradiography. (C) Overexpression
of hnRNP A1 does not affect XIAP mRNA
levels. Cells were treated as described in A;
total RNA was isolated 48 h after transfection,
and cDNA was generated by reverse tran-
scription. Quantitative PCR was used to
determine the levels of XIAP and GAPDH
mRNAs; values are expressed as XIAP rela-
tive to GAPDH (2[Ct(XIAP)  Ct(GAPDH)]), and
the ratio for GFP-transfected cells was set as 1.
Bars, mean  SD of three experiments. (D)
Overexpression of the cytoplasmic hnRNP A1
F1 mutant does not affect XIAP protein stabil-
ity. Cells were transfected with plasmids ex-
pressing GFP or the FLAG-hnRNP A1 F1 mu-
tant. Eighteen hours after transfection cells
were treated with 10 g/ml cyloheximide for
45 min, and then samples were harvested at
0-, 1-, 2-, 4-, and 8-h time points. Equivalent
amounts of protein extract were separated by
SDS-PAGE, transferred to PVDF, and ana-
lyzed by Western blot using antibodies
against XIAP and GAPDH. The graph shows
XIAP protein levels relative to GAPDH levels
(bars), with the 0-h time point set as 100.
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hnRNP A1 binds within the XIAP IRES core RNP-binding site
(Figure 2), where we have previously localized binding of the
La autoantigen, a positive regulator of XIAP IRES activity
(Holcik and Korneluk, 2000). However, we also find that
hnRNP A1 does not effectively compete with the La autoanti-
gen for binding to XIAP IRES RNA in an in vitro UV cross-
linking assay (Supplementary Figure S2), suggesting that dis-
placement of the La autoantigen from the XIAP IRES is not the
mechanism by which hnRNP A1 reduces XIAP IRES activity.
This observation does not rule out the possibility that hnRNP
A1 disrupts the binding of an unidentified ITAF within the
core RNP-binding site of the XIAP IRES. Alternatively, hnRNP
A1 may bind to some IRES (such as XIAP) and modify its
structure in such a way that renders it nonfunctional, whereas
hnRNP A1 may provide critical structural remodeling of other
IRES (such as FGF-2) to induce a conformation that is amenable
to ribosome recruitment.
XIAP is the prototype member of the family of intrinsic
inhibitor of apoptosis (IAP) proteins. XIAP is critically in-
volved in a number of cellular functions including direct
caspase binding and inhibition, modulation of receptor-me-
diated signal transduction, and protein ubiquitination (re-
viewed in Liston et al., 2003). IRES-dependent translation
permits de novo synthesis of XIAP during conditions that
inhibit cap-dependent translation (Holcik et al., 1999), and
therefore allows XIAP expression to persist during the com-
mitment phase of apoptosis. The decision whether to com-
mit to death or not is dependent on the abundance and
activity of XIAP, which is partially determined by the level
of XIAP IRES activity and is therefore linked to the function
of XIAP ITAFs, such as hnRNP A1. Under proapoptotic
conditions XIAP activity must be removed to allow apopto-
sis to proceed. Pre-existing XIAP can be neutralized by
binding of Smac/DIABLO, XAF1, or HtrA1/Omi to XIAP
(Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000; Liston et al., 2001;
Suzuki et al., 2001). However, because of persistent IRES
activity, new XIAP protein will continue to be produced,
and therefore the abundance of XIAP protein may exceed
the capacity of XAF1, Smac/DIABLO, and HtrA1/Omi to
regulate XIAP activity. An hnRNP A1–mediated reduction
in XIAP IRES function would serve to shut off de novo XIAP
synthesis, and combined with the neutralization of pre-
existing XIAP by XAF1, Smac/DIABLO, and HtrA2/Omi,
would permit execution of the cell death program. On the
basis of our observations, we hypothesize that hnRNP A1 is
redistributed from the nucleus to the cytoplasm during cel-
lular stress and binds to the XIAP IRES to reduce XIAP
translation when cell death is favorable.
hnRNP A1 has been shown to undergo posttranslational
modification during cellular stress and apoptosis, which
may affect its ability to modulate XIAP IRES activity. During
osmotic shock, a cellular stress that results in apoptosis (Qin
et al., 1997; Edwards et al., 1998; Galvez et al., 2001), hnRNP
A1 has been shown to accumulate in the cytoplasm (van der
Houven van Oordt et al., 2000). This redistribution of hnRNP
A1 is dependent on the phosphorylation of hnRNP A1 at
several serine residues at the carboxy terminus of the protein
(known as the F-peptide), which blocks Trn1-dependent
nuclear import of hnRNP A1 (Allemand et al., 2005). In this
case, osmotic stress causes the redistribution of hnRNP A1 to
the cytoplasm where it can bind to the XIAP IRES to reduce
XIAP translation. In support of this hypothesis we show that
a cytoplasmically restricted mutant of hnRNP A1 signifi-
cantly reduces XIAP IRES activity (Figure 3B) and causes a
greater reduction in endogenous XIAP proteins levels than
the primarily nuclear wild-type hnRNP A1 (Figure 4A).
Moreover, exposure of cells to high-osmolarity growth me-
dium reduces XIAP expression, and this reduction in XIAP
protein levels can be abrogated by transient knockdown of
hnRNP A1 (Figure 5C), indicating that the reduction of XIAP
expression in response to osmotic shock is dependent on
hnRNP A1. It is also important to note that because hnRNP
A1 is normally present in the nucleus (Pinol-Roma and
Dreyfuss, 1992), depletion of hnRNP A1 under normal
growth conditions would be predicted to have only a mod-
est effect on IRES-dependent translation of XIAP, which we
in fact observed (Figure 5C and data not shown). A recent
report has shown that treatment of cells with sodium bu-
tyrate causes redistribution of hnRNP A1 from the nucleus
to the cytoplasm (Tan et al., 2006). Importantly, sodium
butyrate treatment also results in a reduction in XIAP pro-
tein levels and sensitization of human glioma cells to tumor
necrosis factor–related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)-
mediated apoptosis (Kim et al., 2005). We have observed that
overexpression of a cytoplasmically localized mutant of
hnRNP A1 significantly reduces XIAP IRES activity and
decreases XIAP protein levels (Figures 3B and 4A), raising
the possibility that sodium butyrate treatment sensitizes
Figure 5. Stress-induced cytoplasmic accumulation of hnRNP A1 reduces XIAP protein levels. (A) Osmotic shock redistributes hnRNP A1
to the cytoplasm and reduces XIAP protein levels. HEK293T cells were grown in high-osmolarity growth medium (0.6 M OSM) or DMEM
for 4 h, and nuclear (NE) and cytoplasmic (CE) protein fractions were harvested at 1-h intervals, separated by SDS-PAGE, transferred to
PVDF, and subjected to Western blot analysis with antibodies against XIAP, hnRNP A1, and GAPDH. (B) Osmotic shock does not affect XIAP
mRNA levels. HEK293T cells were treated with DMEM (Control) or 0.6 M OSM for 4 h, total RNA was then isolated and cDNA was generated
by reverse transcription. Quantitative PCR was used to determine the levels of XIAP and GAPDH mRNAs; values are expressed as XIAP
relative to GAPDH (2[Ct(XIAP)  Ct(GAPDH)]), and the ratio for control cells was set as 1. Bars, mean  SD of three experiments. (C) Reduced
XIAP expression during osmotic shock is dependent on hnRNP A1. HEK293T cells were transfected with 20 nM hnRNP A1 siRNA or 20 nM
nonsilencing siRNA (control); 72 h later the media was replaced with 0.6 M OSM or DMEM and cells were incubated for an additional 5 h.
Protein extracts were prepared, separated by SDS-PAGE, transferred to PVDF membrane, and subjected to Western blot analysis with
antibodies against XIAP, hnRNP A1, and GAPDH.
Cytoplasmic hnRNP A1 Inhibits XIAP IRES
Vol. 18, April 2007 1309
cells to apoptosis through the redistribution of hnRNP A1
from the nucleus to the cytoplasm, where hnRNP A1 signif-
icantly decreases IRES-dependent translation of XIAP.
Our findings suggest that a critical event for hnRNP A1-
dependent regulation of XIAP translation is the relocaliza-
tion of hnRNP A1 itself. Given that many other ITAFs are
known to shuttle between the nucleus and the cytoplasm,
we propose that the subcellular localization of ITAFs is
critical for their role as regulators of IRES-dependent trans-
lation. Indeed, the c-myc ITAF hnRNP C1/C2 was found to
translocate from the nucleus to the cytoplasm during the
G2/M phase of the cell cycle, resulting in a concomitant
increase in IRES-dependent translation of c-myc protein
(Kim et al., 2003). Recent reports have described hnRNP A1
posttranslational modification in response stress stimuli
(Allemand et al., 2005), and these posttranslational modifi-
cations are dependent on the activation of signaling path-
ways (van der Houven van Oordt et al., 2000). Future exper-
iments delineating the signaling pathways that control
hnRNP A1 modulation of XIAP IRES activity will increase
our understanding of how XIAP IRES activity, and conse-
quently cellular survival during stress, is regulated.
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Supplemental Figure 1- Stress-induced cytoplasmic accumulation of hnRNP A1 increases FGF-2
protein levels. (A) HeLa cells were grown in high-osmolarity growth medium (0.4 M OSM) or D-
MEM for 5 h, nuclear (NE) and cytoplasmic (CE) protein fractions were harvested, separated by 
SDS-PAGE, transferred to PVDF, and subjected to Western-blot analysis with an antibody against
hnRNP A1. (B) Osmotic shock increases FGF-2 protein levels. Cells were treated as described in 
(A), and total protein extracts were separated by SDS-PAGE, transferred to PVDF, and subjected to 
Western-blot analysis with antibodies against FGF-2 and actin. (C) Osmotic shock does not affect 
FGF-2 mRNA levels. HeLa cells were treated with D-MEM (Control) or 0.4 M OSM for 5 h, total 
RNA was then isolated and cDNA was generated by reverse transcription. Quantitative PCR was 
used to determine the levels of FGF-2 mRNA and 18S RNA; values are expressed as FGF-2 relative 
















































Supplemental Figure 2-hnRNP A1 does not effectively compete with the La
autoantigen for binding to XIAP IRES RNA. GST-hnRNP A1 or GST-La were 
pre-incubated with 32P-labeled XIAP IRES RNA probe for 15 minutes and 
increasing amounts of GST-La or GST-hnRNP A1 were added and incubated for 
an additional 30 minutes, UV-crosslinked, and then separated by SDS-PAGE and 












Cette étude a permis de montrer que hnRNP A1 est un nouvel ITAF de XIAP, qui 
interagit directement avec son IRES in vitro et est associée à son ARNm in vivo (Article II-
Figure 1 et 2). De plus,  l’expression d’un mutant cytoplasmique de hnRNP A1 induit une 
diminution de l’activité IRES de XIAP ainsi qu’une diminution de la quantité de protéine 
XIAP endogène alors que la quantité d’ARNm XIAP n’est pas affectée, confirmant un 
contrôle traductionnel  (Article II-Figures 3 et 4). Cette régulation traductionnelle de l’ARNm 
de XIAP par hnRNP A1 est également observée suite à un choc osmotique qui, par ailleurs, 
induit une relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1  (Article II-Figure 5). Cette 
accumulation cytoplasmique induite par un choc osmotique a également été corrélé à 
l’activation de la traduction dépendante de l’IRES de l’ARNm FGF-2  (Article II-Figure S1). 
Il a donc été conclut que hnRNP A1 exprimée dans le cytoplasme est un régulateur 
négatif de la traduction dépendante de l’IRES de XIAP et positif de la traduction dépendante 
de l’IRES de FGF-2. Ces résultats valident l’hypothèse que le contrôle de la localisation 
subcellulaire d’une mRBP est un moyen de contrôler son activité régulatrice de la traduction 






















































































Différentes études ont montré que hnRNP A1 est surexprimée dans les tumeurs du sein (Patry 
et al., 2003) (Tableau 3). De plus, des travaux récents de l’équipe d’accueil mettent en 
évidence qu’une surexpression de hnRNP A1 dans des tumeurs du sein (visualisée par 
immunhistochimie) est associée à une rechute métastatique et à un mauvais pronostic 
(Lacroix-trikki et al., en préparation). Par ailleurs, nous avons montré, dans les deux 
précédentes études, que le contrôle de la localisation subcellulaire de hnRNP A1 constituait 
un moyen de contrôler son activité de régulateur traductionnel (Cammas et al., 2007; Lewis et 
al., 2007). De plus, dans certains cancers il apparaît que l’activité navette de hnRNP A1 joue 
un rôle dans la prolifération cellulaire, dans la survie et dans la différentiation de cellules 
transformées (Iervolino et al., 2002). Nous nous sommes donc intéressés à la localisation de 
hnRNP A1 dans les tumeurs du sein, à son rôle sur la migration et l’invasion des cellules 
cancéreuses mammaires ainsi qu’à son rôle sur le contrôle de la traduction d’ARNms cibles 
potentiellement impliqués dans ces phénotypes tumoraux.  
 
 
II-2- Matériel et méthode 
 
 II-2-1- Sélection des cas et construction du TMA (« Tissue microarray ») 
 
 Une série rétrospective de 277 patientes, traitées pour un cancer du sein invasif à 
l’institut Claudius Regaud entre 1996 et 1998, a été étudiée. Les cas sélectionnés pour le 
TMA sont ceux pour lesquels des blocs en paraffine, avec des quantités suffisantes de 
matériel tumoral, étaient disponibles. Les pièces tumorales analysées dans cette étude ont été 
fixées dans du Bouin. La taille de la tumeur, l’histologie, le grade histologique de Scarff-
Bloom-Richardson et le statut ganglionnaire sont connus. Le rapport médical de chaque 
patiente et les données cliniques sont enregistrées jusqu’en janvier 2007. Les informations de 
suivi sont disponibles pour tous les cas, mis à part 5. L’âge moyen au diagnostic est de 54 ans 
(répartition de 29-87 ans) et la taille moyenne des tumeurs est de 18 mm. La majorité des 
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tumeurs correspond à des carcinomes canalaires infiltrants (77,3%) et à des carcinomes 
lobulaires infiltrants (17%). Pour la construction du TMA, des prélèvements biopsiques de 
600-µm de diamètre de tumeur ont été extraits des blocs de paraffine originaux et 
réincorporés dans un nouveau bloc de paraffine grâce à l’appareillage « Beecher Inc. tissue 
arrayer » (Alphelys, Plaisir, France). Pour chaque cas, trois prélèvements tumoraux et un 
prélèvement de sein normal, ont été extraits du bloc original. Des prélèvements de tissu 
contrôle de nodule lymphatique normal et de placenta ont également été inclut dans les 




L’immunohistochimie a été réalisée avec un automate Techmate Horizon (Dako, 
Glostrup, Denmark). Les anticorps primaires utilisés sont dirigés contre le récepteur aux 
oestrogènes (RE) (clone 6F11, monoclonal, Novocastra, Newcastle, UK, dilution 1:50), 
HER2 (A0485, polyclonal, Dako, dilution 1:500), hnRNP A1 (clone 4B10, monoclonal, 
Abcam, Cambridge, UK, dilution 1:6000), hnRNP C1/C2 (clone 4F4, monoclonal, 
Cambridge, UK, dilution 1:3000), KI67 (clone MIB1, Dako glostrup, Danemark, 1:150). 
Après un pré-traitement à la chaleur et suite à l’inactivation des peroxydases endogènes 
(« peroxydase blocking solution, Dako »), les lames sont incubées 1h avec les anticorps, puis 
avec le système activateur de polymère dextran (Envision®, Dako). Le marquage est visualisé 
en utilisant la 3,3’-diaminobenzidine comme chromogène (Dako). Les lames sont contre-
colorées à l’haematoxyline (Dako). Le pourcentage de cellules tumorales marquées et 
l’intensité du marquage ont été identifiés pour chaque immunomarquage. Une tumeur est 
considérée comme RE+ lorsque au moins 10% des cellules tumorales sont immunomarquées 
avec un marquage nucléaire. Le score HER2 est déterminé en fonction du système 
d’évaluation Herceptest®: 0 : absence de marquage membranaire ou <10% des cellules 
marquées ; 1+ : >10% des cellules avec un marquage faible et incomplet ; 2+ : >10% des 
cellules avec un marquage faible ou modéré et complet ;  3+ : >10% des cellules avec un 
marquage fort et complet. Le score IRS (« Imunoreactive Score »), déterminé pour hnRNP 
A1, correspond au produit du pourcentage de cellules tumorales positives et de l’intensité du 
marquage. Les pourcentages de cellules marquées sont regroupés selon une échelle à 5 
points : 0=0%, 1=1 à 10%, 2=11 à 50%, 3=51 à 80%, 4=81 à 100%. L’intensité de marquage 
est fixée à 0=négative, 1=faible, 2=modérée et 3=forte. Tous les immunomarquages ont été 




II-2-3- Constructions plasmidiques et clonage 
 
L’IRES de EMCV a été amplifiée par PCR sur le plasmide pCREL (Cammas et al., 
2007) avec les amorces sens- 5’-CGGGGATCCACTAGAATCGATCCCGCGA-3’ (le site de 
restriction BamH I est souligné) et antisens- 5’- CGGCCATGGTATCATCGTGTTTTTCAA 
AGGA-3’ (le site de restriction NcoI est souligné). Le mutant F1 de hnRNP A1 est amplifié 
par PCR avec les amorces sens- 5’-CGGCCATGGATGGGTTACCCATACGATGTTCCAG 
ATTACGCTTCTAAGTCAGAGTCTCCTAAA-3’ (le site de restriction NcoI est souligné, et 
la séquence codante du tag HA est encadrée) et antisens-5’-CCGCTCGAGTTAAAATCTTC 
TGCCGTCGCCATAATCGTCATCGTCATCGTCACCGCCATAGCCACCTTGGTTTCGT
GG-3’ (le site de restriction XhoI est souligné, et les bases modifiées pour générer le mutant 
F1 sont encadrées). ASF/SF2 est amplifié par PCR avec les amorces sens- 5’-
CGGCCATGGATGGGTTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTTCGGGAGGTGGT
GTGATTC-3’ (le site de restriction NcoI est souligné, et la séquence codante du tag HA est 
encadrée) et antisens-5’-CGGCTCGAGTTATGTACGAGAGCGAGATC-3’ (le site de 
restriction XhoI est souligné). Une ligation tri-moléculaire est réalisée entre le fragment de 
PCR BamH I-IRES EMCV-NcoI, le fragment PCR  NcoI- HA F1- XhoI et le plasmide 
pcDNATM6.2-GW/EmGFP-LacZ issu du système BLOCK-iTTM Pol II miR RNAi Expression 
Vector Kits (Invitrogen cat. K4935-00) digéré par BamH I et XhoI, afin d’obtenir le plasmide 
pcDNATM6.2-GW/EmGFP-IRES EMCV- HA F1. Une autre ligation tri-moléculaire est 
réalisée entre le fragment de PCR BamH I-IRES EMCV-NcoI, le fragment PCR  NcoI- HA 
ASF/SF2- XhoI et le plasmide pcDNATM6.2-GW/EmGFP-LacZ digéré par BamH I et XhoI, 
afin d’obtenir le plasmide pcDNATM6.2-GW/EmGFP-IRES EMCV- HA ASF/SF2. Le 
système BLOCK-iTTM Pol II miR RNAi Expression system (Invitrogen cat. K4937-00) 
permet, à partir des constructions précédentes, de générer les vecteurs lentiviraux pLenti6/V5- 
EmGFP-IRES EMCV- HA F1,  pLenti6/V5- EmGFP-IRES EMCV- HA ASF/SF2 et le 
vecteur contrôle pLenti6/V5- EmGFP- LacZ.  
 
II-2-4- Cellules et infection 
 
 Les cellules T47D sont cultivées dans du RPMI 1640, avec 10% (v/v) de sérum de 
veau fœtal. La production des lentivirus pLenti6/V5DEST exprimant la emGFP et les 
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protéines LacZ (contrôle), F1, ASF/SF2 est faite selon le protocole BLOCK-iTTM Pol II miR 
RNAi Expression system (Invitrogen cat. K4937-00). L’infection des cellules est réalisée 
selon le système BLOCK-iTTM Pol II miR RNAi Expression system (Invitrogen cat. K4937-
00). Les cellules infectées sont sélectionnées par addition de blasticidine (10 µg.ml-1). Les 
« pools » de cellules stables sont cultivés en présence de blasticidine. Suite à la sélection des 




 Les cellules sont lysées dans du SDS et les concentrations de protéines totales sont 
déterminées par la méthode « Bicinchoninic Acid Protein » (SIGMA cat BCA1 et B9643). 30 
µg de protéine totale de chaque type cellulaire sont séparés sur gel SDS-PAGE et transférés 
sur une membrane de nitrocellulose. Les membranes sont bloquées et incubées avec les 
anticorps primaires qui sont détectés par chimioluminescence. Les anticorps primaires utilisés 
sont dirigés contre hnRNP A1 (clone 4B10, monoclonal, Abcam, Cambridge, UK, dilution 
1:10000), HA (monoclonal, eurogentec, 1 :1000), emGFP (monoclonal, Clontech, 1 :1000) et 
actine (polyclonal , Sigma-aldrich, St-Louis, MO), phospho p38 MAPK (thyr180, thyr182) 




 Les cellules sont cultivées sur des lames de verres stériles (Dako Denmark, Glostrup 
Denmark). Les cellules sont fixées dans 3% de paraformaldéhyde pendant 15 min et 
perméabilisées dans 0,2% de triton pendant 5 min. Les sites de liaison non spécifiques sont 
saturés par incubation avec 0,1M de PBS (« Phosphate Buffered Saline ») et 1% de BSA 
(« Bovine Serum albumine ») pendant 30 min à température ambiante. Les cellules sont 
ensuite incubées pendant 1 h avec des IgG de souris ou l’anticorps anti-HA, puis pendant 30 
min avec des IgG anti-souris congugués à la fluoresceine isothiocyanate (Sigma-aldrich). 
 
II-2-7- Test de migration et d’invasion 
 
Les « pools » de cellules T47D transduites (40000) sont resuspendues dans du milieu 
sans sérum et sont placées dans la chambre supérieure d’insert d’invasion (ThinCertTM 
Greiner bio-one). La migration au travers des pores de 8-µm vers la chambre inférieure, 
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contenant du milieu de culture complet, se fait pendant 24h. Pour l’invasion, du matrigel dilué 
au 1/12 dans du milieu de culture est pré-coulé dans les inserts. Au bout des 24h, les cellules 
sont fixées au TCA (« tricholoracetic acid ») 10% et marquées à l’amido schwartz. 3 images 
sont prises pour chaque insert et les cellules sont comptées. Pour chaque type cellulaire 3 
inserts sont ensemencés par expérience. L’expérience a été répétée 3 fois.  
 
II-2-8- Fractionnement polysomique  
 
Les « pools » de cellules T47D transduites, sont traitées avec 0,1 mg/ml de 
cycloheximide (CHX) pendant 15 min à 37°C, lavées deux fois avec du PBS/CHX froid et 
grattées dans du PBS/CHX froid. Après centrifugation pendant 5 min à 3000 rpm, les culots 
cellulaires sont resuspendus dans 400 µl de tampon LSB (20 mM tris, pH 7,5 ; 100 mM 
NaCl ; 3 mM MgCl2 et 100 U/ml de Rnasine). Après homogénéisation avec 13 coups de 
Dounce, 400 µl de LSB contenant 0,2% de triton X100 et 0,25M de sucrose sont ajoutés. Les 
débris cellulaires sont éliminés par centrifugation. Le lysat est déposé sur 11,3 ml d’un 
gradient continu de sucrose (15%-50% de sucrose dans du tampon LSB). Suite à 120 min 
d’ultracentrifugation à 38000 rpm dans un rotor SW41-Ti à 4°C, les fractions sont collectées 
avec un fractionnateur ISCO (Lincoln, NE ; Foxy Jr fraction collector coupled to UA-6 UV 
detector). L’absorbance à 254 nm est mesurée de manière continue en fonction de la 
profondeur du gradient. 15 fractions de 0,9 ml sont collectées. Les ARNs des fractions 
polysomiques sont extraits avec du trizol LS (Invitrogen Cat.No. 15596-026) et sont analysés 


































Figure 16 : Localisation cytoplasmique de hnRNP A1 dans des tumeurs du 
sein. 
Analyse immunohistochimique de l’expression et de la localisation, de hnRNP A1 
(anticorps 4B10) et de hnRNP C1/C2 (anticorps 4F4) dans le tissu du sein (A) sain 
ou (B) tumoral du cas #28 de la série des 277 patientes. Grossissement: x40. 
 
 
Tableau 5 - Caractéristiques des tumeurs du sein. 
  277 tumeurs 14 tumeurs avec hnRNP A1 cytoplasmique 
  Nombre Pourcentage Nombre Pourcentage 
Forte expression 
de hnRNP A1 IRS>11 70 25 12 86 
N+ 119 43 12 86 Envahissement 
ganglionnaire N- 158 57 2 14 
 I 34 12 - - 
II 108 39 4 29 
III 127 46 9 64 Grade 
NA 8 3 1 7 
+ 180 65 7 50 
- 85 30 6 43 Status RE 
NA 12 5 1 7 
+ 33 12 1 7 Statut HER2 - 244 88 13 93 
Rechute 
métastatique  69 25 8 57 




















IRS (« Imunoreactive Score ») est un score allant de 0 à 12 qui est obtenu en multipliant les scores d’intensité et
de pourcentage issu de l’observation immuhistochimique. N correspond au statut ganglionnaire. RE correspond à
l’expression du récepteur aux oestrogènes. HER-2 correspond au récepteur membre de la famille des « epidermal






II-3-1-Localisation cytoplasmique de hnRNP A1 dans les tumeurs du sein 
 
Afin de déterminer la localisation subcellulaire de hnRNP A1 dans les tumeurs du 
sein, nous avons effectué une étude immunohistochimique sur « tissue microarray » d’une 
série rétrospective de tumeurs de 277 patientes, traitées pour un cancer du sein invasif à 
l’institut Claudius Regaud entre 1996 et 1998, pour lesquelles nous disposons d’un suivi 
moyen de 9 ans. HnRNP A1 est localisée dans le noyau et le cytoplasme de 14 tumeurs sur les 
277 analysées (Figure 16 (B)), alors qu’elle est strictement nucléaire dans les tissus sains 
correspondants (Figure 16 (A)). Cette observation est spécifique pour hnRNP A1 puisque une 
autre hnRNP, hnRNP C1/C2, reste nucléaire aussi bien dans le tissu sain que dans le tissu 
tumoral (Figure 16 (A) et (B)).  
Les 14 tumeurs exprimant hnRNP A1 dans le cytoplasme, en comparaison à la 
population totale des 277 tumeurs, présentent des caractéristiques associées à une forte 
malignité, des rechutes métastatiques ou à un mauvais pronostic (Tableau 5). Notamment, 
86% des tumeurs présentant hnRNP A1 dans le cytoplasme, surexpriment cette protéine, ce 
qui a été associé à un mauvais pronostic et à des rechutes métastatiques (Lacroix-Trikki et al. 
En préparation), alors que  25% de la population totale l’expriment avec cette même intensité 
(IRS>11). De plus, 86% des tumeurs avec hnRNP A1 cytoplasmique présente un 
envahissement ganglionnaire alors que 43% des 277 tumeurs ont un statut ganglionnaire 
positif (N+) (Tableau 5). De plus, 64% des tumeurs avec hnRNP A1 cytoplasmique sont de 
grade III alors que les 277 tumeurs sont plutôt réparties entre les grades II (39%) et III (46%) 
(Tableau 5). 57% des tumeurs présentant hnRNP A1 dans le cytoplasme sont associées à une 
rechute métastatique alors que 25% des 277 tumeurs le sont (Tableau 5). Enfin, 43% des 
patientes avec des tumeurs dans lesquelles hnRNP A1 est cytoplasmique sont décédées alors 
que 21% des 277 patientes sont décédées (Tableau 5). Par contre en ce qui concerne les 
marqueurs RE et HER2, il apparaît que la proportion des tumeurs RE+ et HER2+ est à peu 




































Figure 17 : Expression stable de hnRNP A1 cytoplasmique dans des cellules cancéreuses mammaires. 
(A) Des extraits protéiques totaux de cellules cancéreuses mammaires T47D et de «pools» de cellules T47D 
transduites avec un lentivirus exprimant une protéine contrôle LacZ ou les protéines taggées HA F1 (mutant 
cytoplasmique de hnRNP A1) et ASF/SAF2, sont analysés par « western blot » avec un anticorps anti-HA. La 
même membrane est également hybridée avec un anticorps anti-hnRNP A1 afin de comparer l’expression de la 
protéine transduite avec celle de la protéine endogène, un anticorps anti-emGFP afin de contrôler l’efficacité de 
transduction puisque la emGFP est exprimée par le lentivirus, un anticorps anti-actine pour vérifier le 
chargement des extraits. (B) La localisation du mutant cytoplasmique de hnRNP A1, appelé F1, dans les 
cellules stables T47D, est contrôlée par immunofluorescence en utilisant des anticorps primaires anti-IgG 
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II-3-2- Génération de lignées tumorales mammaires exprimant hnRNP A1 dans le 
cytoplasme de façon stable 
 
Afin de déterminer l’effet de l’expression de hnRNP A1 dans le cytoplasme sur la 
progression tumorale, nous avons exprimé le mutant cytoplasmique F1 taggé HA par 
transduction d’un vecteur lentiviral dans des cellules épithéliales de cancers du sein canalaires 
peu invasives, les T47D. Le mutant F1 mime la phosphorylation de hnRNP A1, au niveau du 
peptide F de son extrémité C-terminale, induite sous différents stress. Il correspond à la 
mutation des sérines phosphorylées sous stress en acide aspartique (Allemand et al., 2005). 
Nous avons généré des « pools » de cellules qui expriment le mutant cytoplasmique F1 en 
comparaison aux cellules T47D non transduites ou aux cellules T47D transduites avec un 
vecteur exprimant une protéine contrôle (Figure 17 (A (i))). La quantité de mutant 
cytoplasmique F1 exprimé, en comparaison à la quantité de hnRNP A1 endogène, est 
relativement faible (Figure 17 (A(ii))). Nous avons également généré des cellules T47D 
stables, que nous considérons comme des contrôles positifs, qui expriment la protéine 
ASF/SF2 préalablement caractérisée comme un oncogène (Karni et al., 2007) et dont 
l’expression participe au processus métastatique (Ghigna et al., 2005) (Figure 17 (A)). 
L’efficacité de transduction est contrôlée par détection de l’expression de la protéine emGFP 
co-exprimée par le lentivirus (Figure 17 (A(ii))). Des expériences d’immunofluorescences 
nous ont permis de vérifier la localisation cytoplasmique du mutant F1 dans les cellules 








































Figure 18 : Effet de hnRNP A1 cytoplasmique sur la migration et l’invasion des cellules cancéreuses 
mammaires. 
(A) La migration des cellules cancéreuses mammaires T47D transduites est analysée sur des chambres 
d’invasion. La moyenne +/- écart type du nombre de cellule migrante est représentée sur l’histogramme ( *, 
P=0,019<0,05). Pour chaque type cellulaire, 9 images sont prises pour compter les cellules. (B) L’invasion des 
cellules cancéreuses mammaires T47D transduites est analysée sur des chambres d’invasion couverte de 
matrigel.  La moyenne +/- écart type du nombre de cellule envahissante est représentée sur l’histogramme. Pour 
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II-3-3- Effet de l’expression de hnRNP A1 cytoplasmique sur la migration et 
l’invasion des cellules cancéreuses mammaires 
 
Les caractéristiques des tumeurs exprimant hnRNP A1 dans le cytoplasme suggèrent 
que cette localisation cytoplasmique soit associée à des rechutes métastatiques (Tableau 5). 
Nous avons donc testé le comportement migratoire et invasif des cellules T47D transduites 
dans des tests de chambre d’invasion (Figure 18). Ces tests sont utilisés afin de déterminer le 
nombre de cellules migratoires ou invasives qui passent au bout de 24h au travers d’un filtre 
présent dans des puits d’une plaque 24 puits. Pour les tests de migrations les filtres ne sont pas 
traités alors que pour les tests d’invasion, du matrigel est pré-coulé dans le fond du puits. 
L’expérience ne se réalisant que sur 24h, nous nous affranchissons de tout éventuel effet de 
prolifération cellulaire. Les cellules exprimant hnRNP A1 cytoplasmique migrent 1,8 fois (p< 
0,05) plus que les T47D ou que les T47D contrôles. Nous pouvons également remarquer que 
dans ce type cellulaire ASF/SF2 induit beaucoup moins la migration que le mutant 
cytoplasmique de hnRNP A1 (Figure 18 (A)). En ce qui concerne l’invasivité, il apparaît que 
les cellules T47D sont très peu invasives (seulement 11 à 13 cellules par image) (Figure 18 
(B)). De plus, cette invasivité est équivalente pour l’ensemble des cellules générées (Figure 
































































Figure 19 : Voie de signalisation potentiellement impliquée dans la relocalisation cytoplasmique de 
hnRNP A1. 
(A) Analyse immunocytochimique de l’expression et de la localisation, de hnRNP A1 (anticorps 4B10) des 
cellules NIH3T3 transduites avec un lentivirus vide ou exprimant la petite GTPase RhoA. Grossissement: x40. 
(B) Des extraits protéiques totaux des «pools» de NIH3T3 transduites sont analysés par « western blot » avec un 
anticorps anti-RhoA, un anticorps anti-p38 phosphorylée et un anticorps anti-actine pour vérifier le chargement 


















































II-3-4- Voie de signalisation potentiellement impliquée dans la relocalisation 
cytoplasmique de hnRNP A1  
 
Une activation de la protéine RhoA induisant la phosphorylation de la kinase p38 a été 
mise en évidence sous infection rhinovirale (Dumitru et al., 2006). Par ailleurs, il a été montré 
une relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 sous infection rhinovirale (Gustin and 
Sarnow, 2002). De plus, la phosphorylation de hnRNP A1 par la p38 sous différents stress 
induit sa relocalisation cytoplasmique (van der Houven van Oordt et al., 2000). Nous avons 
donc supposé qu’une activation de la protéine RhoA puisse induire la phosphorylation de la 
kinase p38 et une relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1. Nous disposions de cellules 
stables NIH-3T3 surexprimant la protéine RhoA constitutivement activée qui induit la 
prolifération et la transformation de ces cellules (Allal et al., 2000). Des études 
immunocytochimiques, nous ont permis d’observer une localisation cytoplasmique de hnRNP 
A1 dans les cellules NIH-3T3 surexprimant RhoA alors qu’elle est nucléaire dans les cellules 
NIH-3T3 normales (Figure 20 (A)). Cette relocalisation corrèle avec une activation de la 





















































Figure 20 : Détermination des cibles traductionnelles de hnRNP A1 cytoplasmique dans des cellules 
cancéreuses mammaires. 
Les profils de distribution polysomiques ont été obtenus après centrifugation de lysats cytoplasmiques des 
cellules cancéreuses mammaires T47D contrôle et T47D F1, sur gradient de sucrose. De gauche à droite, les 
fractions contiennent les sous unités ribosomiques ou les ribosomes seul (Fraction 1-6), les polysomes avec des 
poids de plus en plus lourds (Fraction 6-15). Pour chaque fraction, les ARNs sont extraits. Les ARNrs 18S et 






















































II-3-5- Détermination des cibles traductionnelles de hnRNP A1 cytoplasmique dans 
les cellules cancéreuses mammaires 
 
 Nous avons mis en évidence que la relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 
constitue un moyen de contrôler son activité traductionnelle. Nous avons voulu caractériser 
les nouvelles cibles traductionnelles de hnRNP A1 cytoplasmique dans les cellules stables 
T47D F1 qui pourraient être responsables des phénotypes tumoraux de ces cellules. Pour cela 
nous avons extrait les ARNms engagés dans la traduction, présents dans les fractions 
polysomiques des de cellules T47D contrôle et T47D F1 (Figure 21). Grâce à des analyses sur 
puces nous identifierons et comparerons les ARNms différentiellement traduits entre les deux 




























Cette étude nous a permis de révéler que l’expression de hnRNP A1 dans le cytoplasme de 
tumeurs du sein était corrélé à un mauvais pronostic et a des rechutes métastatiques (Figure 
16 et tableau 5). Nous avons confirmé le rôle de l’expression de hnRNP A1 dans le 
cytoplasme sur la migration en surexprimant un mutant cytoplasmique dans des cellules T47D 
qui ont des faibles capacités migratoires et invasives (Figures 17 et 18). Par contre, le mutant 
cytoplasmique de hnRNP A1 n’induit aucun effet sur l’invasion des T47D (Figure 18). 
Finalement nous avons montré que l’activation de la voie de signalisation RhoA-p38/MAPK 
induit une localisation cytoplasmique de hnRNP A1 dans des cellules NIH-3T3 connues pour 
leur capacité de prolifération, migration et transformation (Allal et al., 2000). Il serait 
intéressant d’analyser l’état d’activation de cette voie de signalisation RhoA-p38/MAPK dans 
les 277 tumeurs du « tissue microarray », afin de déterminer son éventuelle implication dans 
la localisation subcellulaire de hnRNP A1 dans ces tumeurs. Nous nous proposons de 
déterminer les cibles traductionnelles de hnRNP A1 qui induisent les différents phénotypes 
mis en évidence, en définissant, par analyse sur puce, les ARNms engagés dans les polysomes 
des cellules stables T47D F1 et en les comparant à ceux des cellules stables T47D contrôle 
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I-1- Rôle inhibiteur ou activateur de la traduction dépendante de l’IRES dans 
différentes conditions 
 
Aujourd’hui, le rôle de régulateur de la traduction dépendante de l’IRES de hnRNP A1 peut 
s’étendre à six ARNms (Bonnal et al., 2005; Cammas et al., 2007; Jo et al., 2008; Lewis et al., 
2007). En effet, cette mRBP est capable d’interagir directement avec les séquences IRES des 
ARNms de FGF-2 (Bonnal et al., 2005), XIAP (Lewis et al., 2007), HRV et apaf-1 (Cammas 
et al., 2007), c-myc et cycline D1 (Jo et al., 2008). Dans certains cas, hnRNP A1 joue un rôle 
d’activateur de la traduction dépendante de l’IRES, comme pour les ARNms de FGF-2, HRV, 
c-myc et cycline D1 (Bonnal et al., 2005; Cammas et al., 2007; Jo et al., 2008), alors que dans 
d’autres cas elle inhibe la traduction dépendante de l’IRES comme pour les IRES de XIAP et 
d’apaf-1 (Cammas et al., 2007; Lewis et al., 2007). Ces régulations de la traduction ont été 
observées dans des conditions de stress telles qu’un choc osmotique, une irradiation aux UVC 
et une infection rhinovirale ou sous traitement à la rapamycine. Au cours de ces différents 
stress ou traitement, la présence d’un IRES dans les ARNms de FGF-2, XIAP, apaf-1, HRV, 
c-myc et cycline-D1, leur permet d’être traduits malgré l’inhibition de la traduction 
dépendante de la coiffe, et leur permet d’être impliqués dans les processus physiologiques 
associés. Ainsi, hnRNP A1 participe à ces processus physiologiques de manière indirecte en 
régulant négativement ou positivement la traduction dépendante de l’IRES de ces ARNms.  
Nous pouvons supposer que hnRNP A1 contrôle la traduction dépendante de l’IRES de 
plusieurs autres ARNms. Par exemple, il pourrait être intéressant de rechercher des contrôles 
traductionnels dépendants de hnRNP A1 et/ou dépendants de l’IRES pour d’autres ARNms 
induits par des irradiations aux UVC, des chocs osmotiques, des infections rhinovirales et des 
traitements à la rapamycine. Notamment, l’implication de hnRNP A1 dans le contrôle des 17 
ARNms activés traductionnellement par irradiation aux UVC dans des cellules de carcinomes 
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I-2- Mécanismes d’action de hnRNP A1 sur la traduction dépendante de l’IRES 
 
Plusieurs mécanismes permettraient d’expliquer les rôles opposés soit activateur ou inhibiteur 
de hnRNP A1 observés en fonction de l’ARNm cible qu’elle régule. 
 
I-2-1- Action sur le recrutement de la sous unité ribosomique 40S 
 
I-2-1-1- Par modification de la conformation de l’ARNm cible 
 
 HnRNP A1 est capable de catalyser des réactions d’hybridation ARN-ARN 
(Kumar and Wilson, 1990; Munroe and Dong, 1992). On peut supposer que la liaison de 
hnRNP A1 à un IRES induit des modifications de la structure de la région 5’NTR de l’ARNm 
potentialisant ou inhibant l’activité traductionnelle de cet IRES. En effet, ces restructurations 
peuvent masquer ou démasquer des régions simples brins constituant des plate-formes d’accès 
à la sous-unité ribosomique 40S. Des analyses similaires à celles effectuées pour la 
détermination de la structure de l’ARNm d’apaf-1 suite à l’addition de PTB et unr (Mitchell 
et al., 2003) peuvent être envisagées. Il s’agit de modifications par réactions chimiques telles 
que des traitements à la Rnase V1, au kethoxal (qui modifie les résidus G), au DMS 
(Diméthyl sulfate qui modifie les résidus A et C), ou au CMCT (cyclohexyl-3-(2-
morpholinoethyl)-carbodiimide metho-p-toluene sulphonate qui modifie les résidus U), 
suivies de l’analyse de l’ARN radiomarqué sur gel, qui permettront d’analyser les 
modifications de structure des IRES cibles de hnRNP A1 suite à son addition. 
 Il a aussi été montré que hnRNP A1, et plus précisément le domaine UP1, est 
capable de déstructurer des structures en G-quadruplex (Fukuda et al., 2002). Cette 
caractéristique nous permet de supposer que hnRNP A1 contribue à la structuration correcte 
de l’élément IRES facilitant l’accès de la sous-unité ribosomique 40S à l’ARNm. Cette 
hypothèse s’avère être très intéressante en ce qui concerne la traduction dépendante de l’IRES 
de FGF-2 qui pourrait être activée grâce au déroulement des structures secondaires, telles que 
les structures en G-quadruplex qui ont été décrites dans l’équipe d’accueil (Bonnal et al., 
2003b). Des expériences préliminaires nous ont permis de montrer que la mutation du G-
quadruplex de l’IRES de FGF-2 active la traduction dépendante de l’IRES de cet ARNm. Il 
sera intéressant d’analyser par des techniques de reverse transcription d’ARN en présence de 
différents sels (NaCl, KCl , LiCl) couplées à des réactions de séquençage de l’ARN si 
l’addition de hnRNP A1 sur l’IRES de FGF-2 permet la déstructuration du G-quadruplex. La 
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présence de telles structures dans les autres cibles de hnRNP A1 pourra être recherchée et le 
rôle de hnRNP A1 dans les modifications conformationnelles de ces ARNms pourra être 
analysé.  
 
 I-2-1-2- Par action conjuguée avec celle d’autres ITAFs 
 
 Le rôle activateur de hnRNP A1 sur la traduction dépendante de l’IRES de 
HRV et de c-myc pourrait s’expliquer par une action coopérative avec les autres ITAFs 
activateurs de ces IRES, que sont PTB et unr pour HRV et hnRNP E1/E2, C1/C2, K et DAP5 
pour cmyc (Bonnal et al., 2003a; Stoneley and Willis, 2004). En particulier pour HRV, cette 
hypothèse est née de l’observation que l’extinction d’expression,  par siARN, de chacun de 
ces ITAFs, affecte son activité IRES de manière équivalente (Figure 2D, (Cammas et al., 
2007)). Nous avons testé l’hypothèse que cette coopération puisse se faire grâce à des 
interactions protéine-protéine permettant de générer un complexe multimérique nécessaire au 
recrutement de la sous-unité ribosomique 40S au niveau de l’IRES. Cependant, cette 
hypothèse a été écartée pour les ITAFs de HRV suite à des expériences de « GST pull-down » 
qui n’ont pas révélé d’interaction entre hnRNP A1, unr et PTB (données non montrées). En ce 
qui concerne, l’IRES de c-myc, une interaction directe entre hnRNP E1/E2 et hnRNP K a été 
mise en évidence, alors que hnRNP A1 et hnRNP C1/C2 ne sont capables que 
d’homodimérisation (Kim et al., 2000). Il serait donc intéressant de chercher si DAP5 permet 
de créer des interactions entre ces complexes protéiques et d’analyser le rôle d’un éventuel 
complexe multimérique dans l’activité dépendante de l’IRES de c-myc.  
 
I-2-2- Action sur le recrutement d’autres régulateurs de la traduction dépendante de 
l’IRES 
 
I-2-2-1- Par compétition avec d’autres ITAFs pour le site de liaison 
 
On peut supposer que hnRNP A1 entre en compétition directe pour la liaison 
spécifique au niveau de l’IRES de ses ARNms cibles avec des régulateurs positifs ou négatifs 
de l’activité IRES et permet ainsi une régulation soit négative soit positive de cette activité. 
Cette hypothèse a été émise concernant la liaison de hnRNP A1 à l’IRES de XIAP (Lewis et 
al., 2007). En effet, l’analyse du site de liaison de hnRNP A1 a révélé qu’elle se lie au cœur 
de l’IRES, qui est la région avec laquelle l’auto-antigène La, un régulateur positif de l’activité 
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IRES de XIAP, interagit (Holcik and Korneluk, 2000). Cependant, des expériences de 
compétition dans des tests de couplage covalent aux UV, ont permis d’écarter cette hypothèse 
puisqu’il s’avère que hnRNP A1 n’entre pas en compétition avec La pour la liaison à l’IRES 
de XIAP (Figure S2 (Lewis et al., 2007)). Afin de tester cette hypothèse sur les autres IRES 
contrôlées par hnRNP A1, il faudra dans un premier temps caractériser le site d’interaction de 
hnRNP A1 avec ces IRES, définir l’ensemble des régulateurs de ces IRES et analyser une 
éventuelle compétition dans des expériences d’interaction ARN-protéine (couplage covalent 
aux UV, gel retard, rétention sur filtre).  
 
I-2-2-2- Par modification de la conformation de l’ARNm cible 
 
Les restructurations de l’ARNm, induite notamment par l’activité 
d’hybridation ARN-ARN de hnRNP A1, peuvent masquer ou démasquer des sites de liaison 
de régulateurs positifs ou négatifs de la traduction dépendante de l’IRES expliquant ainsi le 
rôle activateur/inhibiteur de hnRNP A1. Par exemple, par analogie à l’étude effectuée sur 
l’IRES de bag-1 dans laquelle il a été montré que la liaison de hnRNP E1 contribue à ouvrir 
une structure facilitant l’interaction de PTB , puis celle de la sous unité ribosomique 40S 
(Pickering et al., 2003; Pickering et al., 2004), on pourrait supposer que la liaison de hnRNP 
A1 aux IRES de HRV et de c-myc favorise l’interaction des autres ITAFs, à des sites de 
liaison démasqués par changement conformationnel. De plus, la liaison de hnRNP A1 sur les 
IRES de XIAP et apaf-1 pourraient engendrer des modifications conformationnelles inhibant 
la liaison des régulateurs positifs de ces IRES, expliquant ainsi le rôle inhibiteur de hnRNP 
A1 sur ces IRES. 
Afin de valider ces hypothèses il serait intéressant de chercher si la liaison de 
hnRNP A1 potentialise ou inhibe celle des autres ITAFs, par addition séquentielle de chaque 
protéine recombinante dans des expériences d’interaction ARN-protéine (couplage covalent 
aux UV, gel retard, rétention sur filtre). De plus, il serait intéressant d’analyser par des 
techniques d’empreintes sur ARN la structuration des différentes IRES suite à l’addition 
séquentielle de chaque ITAF. 
 
I-2-3- Action sur le recrutement des ARNms dans les SGs 
 
Sous différents stress (choc thermique, osmotique et oxydatif), hnRNP A1 est 
localisée dans les granules de stress (SGs) en même temps que TIA (Guil et al., 2006). Par 
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contre, elle ne se retrouve pas dans d’autres « foci » cytoplasmiques, appelés PBs 
(« Processing Bodies »), dans lesquels se fait la dégradation des ARNms (Guil et al., 2006). 
En ce qui concerne le contrôle des traductions dépendantes de l’IRES de XIAP et d’apaf-1 
sous choc osmotique et sous irradiations aux UVC, la localisation de hnRNP A1 dans les SGs 
n’est pas nécessaire à son activité inhibitrice. En effet, les mutants de localisation F1 et 
hnRNP ΔM9 inhibent la traduction dépendante de l’IRES de XIAP et apaf-1 sans être 
localisés dans les SGs (Figure 5, (Cammas et al., 2007) ; Figure 3 (Lewis et al., 2007)). Par 
contre, nous pouvons suggérer que suite à l’inhibition de la traduction dépendante de l’IRES 
de XIAP et d’apaf-1, hnRNP A1 permet le recrutement de ces ARNms dans les SGs, en 
attente soit de leur ciblage vers une voie de dégradation dans les PBs soit de leur retour dans 
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II- La relocalisation subcellulaire de hnRNP A1 permet de réguler son activité 
traductionnelle    
 
 
Mes travaux de thèse contribuent à montrer que la relocalisation subcellulaire de hnRNP A1 
sous différent stress constitue un niveau de régulation supplémentaire de l’activité de cette 
mRBP et permet le contrôle de la traduction de ses ARNms cibles. Cette notion avait déjà été 
suggérée par plusieurs études qui ont établi une corrélation entre un contrôle traductionnel 
induit par une mRBP et une modification de sa localisation subcellulaire dans différentes 
conditions (cf introduction § I-3-3). Nos travaux présentent une démonstration directe de 
l’effet de la relocalisation subcellulaire de hnRNP A1 sur la traduction dépendante de l’IRES 
étudiée dans des conditions physiologiques, ce qui constitue leur originalité. 
 
II-1- Voies de signalisation impliquées dans la localisation cytoplasmique de hnRNP A1 
 
Sous choc osmotique et irradiation aux UVC la relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 
est induite par sa phosphorylation au niveau des sérines 308-313 de l’extrémité C-terminale, 
catalysée par la kinase Mnk1/2, elle-même activée par la MAPK/p38 (Allemand et al., 2005; 
Guil et al., 2006). Cette phosphorylation est nécessaire à la localisation cytoplasmique de 
hnRNP A1 mais pas à sa localisation dans les SGs (Guil et al., 2006). 
Nous pouvons également supposer l’implication de cette voie de signalisation lors de la 
relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 sous infection rhinovirale. En effet, une activation 
de la protéine RhoA induisant la phosphorylation de la kinase p38 a été mise en évidence sous 
infection rhinovirale (Dumitru et al., 2006). Par ailleurs, il a été montré une relocalisation 
cytoplasmique de hnRNP A1 sous infection rhinovirale (Gustin and Sarnow, 2002). De plus, 
nous avons pu mettre en évidence une relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 dans un 
modèle cellulaire exprimant la protéine RhoA constitutivement activée qui catalyse la 
phosphorylation de la kinase p38 (Figure 20).  
Sous traitement à la rapamycine, la kinase akt phosphoryle hnRNP A1 (Jo et al., 2008). Il a 
été envisagé que la kinase p38 constitue un intermédiaire de cette voie de signalisation. En 
effet, une étude montre que suite à un traitement à la rapamycine, la phosphorylation de la 
p38 est stimulée dans des cellules contenant akt quiescente en comparaison à des cellules 
présentant une activité élevée d’akt (Marderosian et al., 2006). Suite au traitement à la 
rapamycine, la phosphorylation de hnRNP A1 par akt cible la serine 199 (Jo et al., 2008). 
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Cette phosphorylation inactive le rôle d’ITAF de hnRNP A1 sur les IRES des ARNms c-myc 
et cycline D1 (Jo et al., 2008). Cependant, il ne semble pas que cette phosphorylation régule 
la localisation subcellulaire de hnRNP A1 afin de contrôler son activité de régulateur 
traductionnel. Dans ce cas, nous pourrions plutôt supposer que la phosphorylation de hnRNP 
A1 perturbe sa liaison aux ARNms de la cyline D1 et de c-myc, par analogie à la 
phosphorylation des sérines 192, 310-312 de hnRNPA1 catalysée par Mk1/2 qui diminue sa 
capacité de liaison à la région 3’UTR de TNF-α et perturbe son activité inhibitrice de la 
traduction de cet ARNm (Buxade et al., 2005). 
Les protéines Mnk1/2 sont liées à la protéine eIF4G (Pyronnet et al., 1999). Il a été suggéré 
que la phosphorylation de hnRNP A1 par Mnk1/2 sous différents stress ne pouvait se faire 
que lorsque Mnk1/2, liée à eIF4G, et hnRNP A1 interagissent avec le même ARNm (Guil et 
al., 2006). En effet, un mutant cytoplasmique de hnRNP A1 muté au niveau des RRMs 
n’interagit pas avec l’ARNm et est moins phosphorylé (Guil et al., 2006). On pourrait donc 
supposer que eIF4G joue un rôle dans la traduction dépendante de l’IRES régulée par hnRNP 
A1. 
 
II-2- Mécanisme de relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 
 
La relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 sous différents stress s’explique par une 
inhibition de son ré-import dans le noyau (Allemand et al., 2005). En effet, sa 
phosphorylation diminue son interaction avec la transportine Trn1 impliquée dans son import 
nucléaire (Allemand et al., 2005). Il a été suggéré que cette diminution d’interaction ave la 
Trn1 soit associée à une augmentation de la liaison de hnRNP A1 avec les ARNms 
cytoplasmiques (Guil et al., 2006). Ce mécanisme d’accumulation cytoplasmique par 
inhibition de l’import nucléaire a été observé pour d’autres mRBPs. En effet, l’inhibition de 
l’import nucléaire de Hrp1, qui est un homologue des hnRNPs chez la levure, sous choc  
osmotique est du à une perte d’interaction entre Hrp1 et la protéine impliquée dans son 
import, Kap104 (Henry et al., 2003). L’accumulation cytoplasmique de HuR dans les étapes 
tardives de la myogenèse s’explique par une dissociation de HuR et de la transportine Trn2 
(van der Giessen and Gallouzi, 2007). L’augmentation de la quantité de HuR dans le 
cytoplasme de cellules épithéliales intestinales déficientes en polyamines résulte de 
l’inactivation de la voie de l’importine-α (Zou et al., 2008).  Finalement, au cours de 
l’infection par poliovirus deux composant du complexe de pore nucléaire, Nup153 et p62, 
sont protéolysés ce qui résulte en un blocage de l’import nucléaire de hnRNP A1, hnRNP K, 
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hnRNP C, la nucléoline, La et Sam68 (Gustin and Sarnow, 2001). Ainsi, par analogie à ces 
études, nous pouvons supposer que l’accumulation cytoplasmique de hnRNP A1 sous 
infection rhinovirale est due à une inhibition de l’import de cette mRBP. 
 
II-3- Comment la relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 affecte le contrôle de la 
traduction ? 
 
Deux hypothèses peuvent être envisagées afin d’expliquer comment la relocalisation 
cytoplasmique de hnRNP A1 affecte la traduction de ses ARNms cibles. 
La première envisage un pré-assemblage de hnRNP A1 avec ses ARNms cibles dans le noyau 
suivi d’un transport de hnRNP A1 associé à ses ARNms cibles dans le cytoplasme où le 
contrôle de la traduction peut s’opérer. En effet, plusieurs études ont suggéré qu’une 
expérience nucléaire constituait un pré-requis à l’activation de la traduction dépendante de 
l’IRES puisque suite à des transfections d’ARN il a été observé une absence d’activité IRES 
pour les ARNms c-myc et Smad5 (Shiroki et al., 2002; Stoneley et al., 2000b). De plus, il a 
été mis en évidence qu’un mutant de liaison à l’ARN de hnRNP A1 reste nucléaire, suggérant 
un transport de hnRNPA1 associé à l’ARNm (Guil et al., 2006).  
La seconde hypothèse envisage que hnRNP A1 qui est de manière prédominante nucléaire, 
nécessite d’être relocalisée dans le cytoplasme afin de rencontrer et lier ses ARNms cibles et 
réguler leur traduction. Notre étude sur l’activation de la traduction dépendante de l’IRES de 
rhinovirus induite par hnRNP A1 permet de corroborer cette hypothèse. En effet, nous avons 
pu montrer que la relocalisation subcellulaire de hnRNP A1 sous infection rhinovirale est 
nécessaire pour que cette mRBP rencontre l’ARNm de HRV, qui est un virus présentant un 
cycle réplicatif strictement cytoplasmique, et induise sa traduction dépendante de l’IRES 
(Cammas et al., 2007). Cette hypothèse est également supportée par plusieurs études qui 
suggèrent que hnRNP A1 puisse être exportée vers le cytoplasme de manière indépendante de 
l’export de l’ARNm. En effet, il a été montré que l’export de hnRNP A1 du noyau est 
indépendant de la synthèse d’ARNm puisque l’inhibition de la transcription ne modifie pas le 
transport nucléo-cytoplasmique de hnRNP A1 et accélère son export (Lichtenstein et al., 
2001). Il a également été mis en évidence que la liaison de hnRNP A1 aux transcrits primaires 
dans le noyau retarde son export (Vautier et al., 2001). La rencontre entre hnRNP A1 et ses 
ARNms cibles dans le cytoplasme est également supportée par l’analyse de mutants de 
hnRNP A1. En effet, il a été mis en évidence qu’un mutant cytoplasmique de hnRNP A1 
(mutation ponctuelle G274A du domaine M9) est localisé dans les SGs, suggérant que cette 
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localisation ne nécessite pas d’événement nucléaire (Guil et al., 2006). De plus, il a été 
montré que UP1 qui interagit faiblement avec l’ARNm in vitro (Mayeda and Krainer, 1992), 
ainsi qu’un mutant cytoplasmique (mutation ponctuelle G274A du domaine M9) et de liaison 
à l’ARN (mutation au niveau des RRMs), sont localisés dans le cytoplasme mais pas dans les 
SGs, suggérant que la localisation dans les SGs nécessite la liaison à l’ARNm (Guil et al., 
2006). Ces deux observations montrent que hnRNP A1 est capable de lier ses ARNms cibles 
dans le cytoplasme. 
Il pourra être intéressant de vérifier ces deux hypothèses pour le contrôle des traductions 
dépendantes de l’IRES d’apaf-1, XIAP et FGF-2 qui sont régulées par une relocalisation 
subcellulaire de hnRNP A1 sous différentes conditions. Pour cela nous pouvons envisager de 
déterminer les ARNms liés à hnRNP A1 dans les deux compartiments, nucléaire et 
cytoplasmique, dans les différentes conditions de stress engendrant une relocalisation 
cytoplasmique de hnRNP A1 et un contrôle traductionnel, grâce à des expériences de 
couplage covalent in vivo à la formaldéhyde suivi d’une RT-PCR sur des extraits fractionnés 
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III-1- Effet de la localisation cytoplasmique de hnRNP A1 sur le processus métastatique 
 
Mes travaux de thèse ont permis d’établir une corrélation entre l’expression de hnRNP A1 
dans le cytoplasme de tumeurs du sein, et un mauvais pronostic et des rechutes métastatiques. 
Nous avons mis en évidence que cette localisation cytoplasmique de hnRNP A1 est associée à 
une augmentation de la capacité migratoire des cellules cancéreuses mammaires.  
Deux études se sont intéressées aux conséquences de la surexpression de hnRNP A1 dans le 
phénotype tumoral. En effet, il a récemment été mis en évidence que la surexpression de cette 
protéine induit l’immortalisation et la transformation cellulaire (Karni et al., 2007). De plus, 
une étude en cours dans le laboratoire, montre que la surexpression de hnRNP A1 dans le 
noyau de cellules cancéreuses mammaires, génère des capacités invasives et non migratoires à 
ces cellules (Lacroix-Trikki et al., en préparation).  
L’ensemble de ces résultats semble suggérer que d’une part la régulation de l’expression et 
d’autre part la régulation de la localisation subcellulaire de hnRNP A1 dans les cancers, 
engendrent des conséquences sur des étapes distinctes dans le processus tumoral, et dans 
certains cas (86%) peuvent se combiner.  
 
III-2- Effet de la localisation cytoplasmique de hnRNP A1 sur la régulation de 
l’expression de gènes impliqués dans la progression tumorale 
 
La modification de la localisation subcellulaire de hnRNP A1 dans les tumeurs du sein, risque 
d’avoir des conséquences sur le contrôle des étapes post-transcriptionnelles de l’expression 
des gènes régulées par cette mRBP (Cf Introduction § I-3-3). Dans la majorité des cas (86%), 
les tumeurs exprimant hnRNP A1 dans le cytoplasme, surexpriment cette mRBP dans le 
noyau (Tableau 5). L’effet de la surexpression de hnRNP A1 dans le noyau sur son activité 
régulatrice de l’épissage est en cours (Lacroix-Trikki, en préparation). La localisation 
cytoplasmique de hnRNP A1 dans les 14 autres % des tumeurs, n’est pas associée à une 
perturbation de la quantité de hnRNP A1 dans le noyau (Tableau 5). Ceci suggère que 
l’augmentation de la migration des cellules exprimant hnRNP A1 dans le cytoplasme, ne soit 
pas due à une perturbation de la régulation des étapes nucléaires de l’expression post-
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transcriptionnelle des gènes mais plutôt à une modification de la régulation des étapes 
cytoplasmiques de l’expression post-transcriptionnelle des gènes. C’est pourquoi nous avons 
voulu rechercher les cibles traductionnelles de hnRNP A1 exprimée dans le cytoplasme qui 
pourraient expliquer le phénotype migratoire des cellules. Après confirmation des résultats 
obtenus sur puce, par « Northern Blot » et/ou par RT-PCR, il sera intéressant d’étudier 
l’interaction de hnRNP A1 avec les ARNms dont la traduction est régulé par la localisation 
cytoplasmique de hnRNP A1, par des expériences de couplage covalent in vivo suivies d’une 
immunoprécipitation et d’une RT-PCR. Nous pourrons ensuite caractériser le contrôle 
traductionnel de hnRNP A1 sur ces ARNms dans un système de traduction in vitro tel que le 
lysat de réticulocyte de lapin. Enfin, il sera intéressant de définir le rôle des cibles 
traductionnelles de hnRNP A1 dans la migration des cellules, par analyse de l’effet de la 
surexpression et/ou de l’extinction d’expression de ces protéines.  
 
III-3- Implication de la voie de signalisation RhoA-p38/MAPK sur la localisation 
cytoplasmique de hnRNP A1 et sur le phénotype des tumeurs du sein  
 
Comme 86% des tumeurs exprimant hnRNP A1 dans le cytoplasme surexprime cette mRBP, 
on pourrait supposer que cette localisation cytoplasmique soit une conséquence de la 
surexpression de hnRNP A1. Or cela ne semble pas être le cas, puisque 14% des tumeurs 
exprimant hnRNP A1 dans le cytoplasme ne le surexprime pas. Si nous confirmons 
l’implication de la voie de signalisation RhoA-p38/MAPK dans la régulation subcellulaire de 
hnRNP A1 dans les tumeurs du sein, il serait intéressant de générer un anticorps 
phosphosérine ciblant hnRNP A1 phosphorylé sur ses serines en extrémité C-terminale, afin 
d’analyser l’état de phosphorylation de hnRNP A1 dans ces tumeurs. Ainsi, nous pourrions 
expliquer l’accumulation cytoplasmique de hnRNP A1 dans ces tumeurs par l’inhibition de 
son import. 
 
Plusieurs études nous permettent de supposer que le rôle de la localisation cytoplasmique de 
hnRNP A1 sur le processus migratoire est induit par la voie de signalisation RhoA-p38.  
D’une part, l’implication de la protéine RhoA dans la progression tumorale a déjà été montré, 
puisque la surexpression de la protéine RhoA constitutivement activée dans des cellules NIH-
3T3 induit la prolifération et la transformation de ces cellules (Allal et al., 2000).  
D’autre part, plusieurs études ont déjà suggéré le rôle de la protéine RhoA dans le processus 
migratoire de cellules. En effet, RhoA est impliquée dans la formation des fibres de stress, 
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dans l’adhésion focale et dans la transition epithélio-mésanchymateuse qui jouent un rôle 
important dans la migration cellulaire (Allal et al., 2000; Bhowmick et al., 2001; Raftopoulou 
and Hall, 2004). De plus, la voie de signalisation RhoA-p38 a été impliquée dans la régulation 
de l’invasion de lignées cellulaires de cancer du sein (Cardone et al., 2005). Malgré le fait que 
les acteurs moléculaires de cette étude soient les mêmes que dans nos travaux, le mécanisme 
d’action ne semble pas être identique. En effet, dans cette étude, il a été montré que l’activité 
de RhoA est inhibée suite à sa phosphorylation, catalysée par la kinase PKA, dans des 
conditions de déprivation sérique (Cardone et al., 2005). Ceci va engendrer une inhibition de 
la cible en aval de RhoA, p160ROCK , générant une inhibition de la kinase p38, responsable 
d’une activation de NHE1 (« Na+/H+ exchanger isoform 1 ») qui permet la synthèse de 
pseudopodes et augmente la capacité invasive des cellules (Cardone et al., 2005). 
Afin de vérifier si le rôle de RhoA dans la migration implique les protéines p38 et hnRNP A1, 
il serait intéressant d’analyser l’effet de l’inhibition de la kinase p38 par un inhibiteur ou de 
l’extinction d’expression de hnRNP A1 par siARN, dans les cellules stables NIH-3T3 
surexprimant RhoA, sur la capacité migratoire de ces cellules.   
 
III-4- Rôle pro- et anti-apoptotique de hnRNP A1  
 
L’implication d’une protéine dans l’apoptose, qui est un processus jouant un rôle primordial 
dans la progression tumorale, contribue à montrer son rôle dans le développement  tumoral. 
Les différentes études que nous avons menées suggèrent un rôle de hnRNP A1 dans 
l’apoptose, qui semble être pro-apoptotique dans certains cas, alors qu’il est anti-apoptotique 
dans d’autres. 
En effet, nous avons mis en évidence que hnRNP A1 joue un rôle inhibiteur de la traduction 
dépendante de l’IRES du facteur pro-apototique apaf-1 sous irradiation aux UVC, montrant 
ainsi un rôle anti-apoptotique de cette mRBP (Cammas et al., 2007). Ce résultat est en accord 
avec l’étude récente de hnRNP A1 montrant son implication dans la viabilité cellulaire suite à 
différents stress (Guil et al., 2006). Ce rôle anti-apoptotique a également été montré suite à 
l’extinction d’expression de hnRNP A1 dans différents types cellulaires induisant l’apoptose 
de ces cellules, même si dans ce cas, l’effet sur l’apoptose est associé à un changement de 
taille des télomères (Patry et al., 2003). De manière intéressante, l’expression ectopique d’un 
mutant strictement nucléaire de hnRNP A1 augmente l’apoptose de cellules 293T (Iervolino 
et al., 2002). Cette étude est en accord avec la notre puisqu’elle montre que la fonction anti-
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apoptotique de hnRNP A1 est liée à sa localisation cytoplasmique.  Ainsi, l’expression de 
hnRNP A1 dans des cellules cancéreuses pourrait contribuer à leur survie, ainsi qu’à la 
progression tumorale. De plus, l’expression de hnRNP A1 jouant un rôle anti-apoptotique 
peut participer aux mécanismes de chimiorésistance développés par des cellules cancéreuses. 
C’est notamment ce qui est suggéré pour la résistance de cellules au traitement à la 
rapamycine du fait de l’expression des oncogènes c-myc et cycline D1 dont la traduction est 
activée par hnRNP A1 (Jo et al., 2008). 
Dans d’autres cas, hnRNP A1 semble jouer un rôle pro-apoptotique. Par exemple, nous avons 
montré que la relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 sous choc osmotique inhibe la 
traduction dépendante de l’IRES du facteur anti-apoptotique XIAP (Lewis et al., 2007). Le 
rôle inhibiteur de la relocalisation cytoplasmique de hnRNP A1 sur la traduction dépendante 
de l’IRES de XIAP peut également être envisagé suite à un traitement au butyrate de sodium. 
En effet, ce dernier induit une redistribution cytoplasmique de hnRNP A1 (Tan et al., 2006). 
Par ailleurs, ce traitement induit une diminution de la quantité de protéine XIAP ainsi qu’une 
sensibilisation des cellules de gliomes humain à l’apoptose induite par TRAIL (« tumor 
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand ») (Kim et al., 2005b). Ainsi, l’expression de 
hnRNP A1, ayant un rôle pro-apoptotique, dans des cellules cancéreuses pourrait les diriger 
vers la mort cellulaire programmée, perturber la progression tumorale ou sensibiliser des 
cellules à des traitements.  
Comment peut-on expliquer les rôles antagonistes de hnRNP A1 sur l’apoptose ?? Il est 
important de noter que le processus apoptotique est un processus en équilibre, maîtrisé par 
une balance d’expression des facteurs pro- et anti-apoptotiques. Nous pouvons remarquer que 
les effets opposés de hnRNP A1, pro- ou anti-apoptotique, ont été observés dans des 
conditions différentes. Notamment, l’effet anti-apoptotique de hnRNP A1 induit par le 
contrôle traductionnel d’apaf-1, a été observé 8h après irradiation aux UVC à 300 J/cm2, qui 
est une dose induisant 50% de mort cellulaire (Ungureanu et al., 2006). Ainsi, dans ces 
conditions, le processus apoptotique est dans une phase précoce pendant laquelle la cellule 
résiste à ce phénomène notamment via le rôle anti-apoptotique de hnRNP A1. En ce qui 
concerne le rôle pro-apoptotique de hnRNP A1, celui-ci a été observé après 4h de traitement 
au sorbitol 0,6 M. Alors que dans des conditions beaucoup moins drastiques (traitement au 
sorbitol à 0,4M), la localisation cytoplasmique de hnRNP A1 est un processus réversible, il a 
été mis en évidence que, pour un traitement de 4h au sorbitol à 0,6M,  la localisation 
cytoplasmique de hnRNP A1 n’est plus un processus réversible. Dans ces conditions le 
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processus apoptotique semble être dans une phase tardive pendant laquelle la cellule se dirige 










































































































































L’ensemble de notre étude nous permet de proposer le modèle suivant (Figure 21). HnRNP 
A1 est une protéine nucléaire qui est capable de faire la navette entre le noyau et le 
cytoplasme. Certaines études suggèrent que l’export de hnRNP A1 vers le cytoplasme 
permette l’export des ARNms avec lesquels elle interagit, d’autres montrent que l’export de 
hnRNP A1 peut se faire de manière indépendante de l’ARNm. Dans des conditions normales, 
la protéine hnRNP A1 localisée dans le cytoplasme est rapidement re-importé dans le noyau 
grâce à la transportine TRN 1. Dans des conditions de stress, tels que des chocs osmotiques 
ou des UVC, la kinase p38/MAPK est phosphorylée, puis active la kinase Mnk1/2. Sous 
infection au HRV, une activation de RhoA induit une phosphorylation de la kinase 
p38/MAPK et nous pouvons supposer que celle-ci active la kinase Mnk1/2 ( ? représente la 
supposition). Mnk1/2 phosphoryle hnRNP A1 lié à l’ARNm et nous supposons qu’elle puisse 
également phosphoryler hnRNP A1 libre dans le cytoplasme ( ? représente la supposition). 
Cette phosphorylation inhibe l’interaction de hnRNP A1 avec TRN1 induisant une 
accumulation cytoplasmique de hnRNP A1. Nous avons mis en évidence que cette 
accumulation cytoplasmique permet la régulation de la traduction de plusieurs ARNms. Pour 
HRV cette relocalisation cytoplasmique est nécessaire à ce que hnRNP A1 rencontre l’ARNm 
de HRV pour réguler sa traduction. Pour les autres ARNms, nous n’avons pas montré si 
l’interaction entre hnRNP A1 se faisait dans le noyau ou le cytoplasme. Dans les cancers du 
sein, des évidences nous permettent de supposer que les mêmes voies de signalisation sont 
impliquées dans l’accumulation cytoplasmique de hnRNP A1 dans des tumeurs du sein très 
malignes et nous sommes actuellement en train de rechercher les cibles traductionnelles de 
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contribuer au développement tumoral. Nos travaux se sont accès sur l’étude d’une mRBP 
régulatrice de la traduction, hnRNP A1, dans les cellules tumorales mammaires. Nous avons 
montré que l’activité traductionnelle de hnRNPA1 pouvait être régulée par sa relocalisation 
cytoplasmique dans certaines conditions de stress. Nous avons observé qu’une localisation 
cytoplasmique de hnRNPA1 était associée à des rechutes métastatiques et à un mauvais 
pronostic dans des tumeurs du sein, et précisé l’effet de cette relocalisation cytoplasmique sur 
la tumorigenèse. Cette étude suggère que la régulation de la traduction par relocalisation 
subcellulaire d’une mRBP puisse être déterminante dans les cancers. 
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mRNA binding proteins or mRBPs are involved in the regulation, the coordination and the 
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different stress conditions. We have also observed that a cytoplasmic localization of hnRNP 
A1 is associated with metastatic relapse and bad prognosis in breast tumors, and we have 
initiated a study of the effects of this cytoplasmic relocalization on tumorigenesis. This work 
suggests that regulation of translation by subcellular relocalization of an mRBP may be 
determinant  in cancer. 
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